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1. I N T R O D U C C I O N
1.1. Los plaguicidag
Los plaguicidas son productos qulmicos, en su mayorLa 
orgânicos, amplia y crecientemente utilizados en agricultura pa 
ra reducir las elevadas pérdidas registradas en la produccidn - 
agrfcola a causa de las malas hierbas, los ataques de insectos, 
âcaros y nematodos y las enfennedades bacterianas y de bongos.
La evaluacidn de tales pérdidas es dificil, ya que la 
informacidn sobre las producidas por cada uno de los citados a- 
gentes es muy desigual, al considerar los distintos cultivos y 
zonas. Una evaluacidn global s6lo puede hacerse dentro de muy - 
amplios limites e inevitablemente esté sujeta a considerable in 
certidumbre. Las estimaciones de Cramer (1967) y la FAO (1967), 
dadas independientemente, coinciden en senalar que alrededor - 
del 35% de la valoracidn total de la produccidn agricola puede 
ser considerada como pérdida global en la que inciden los tres 
grupos de agentes, plagas, enfermedades y malas hierbas, en una 
proporoidn aproximâdamente igual. Probablemente este porcentaje 
seria inferior al referimos a los cultivos de las regiones tern 
pladas, donde el dano producido en las cosechas por plagas y en 
fermedades es notablemente inferior al que se produce* en las zo 
nas tropicales.
Segun Bommer (1976), durante los prdximos diez anos - 
la produccién de alimentes deberâ ser incrementada en un 100% a
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fin de responder a las previsibles necesidades mundiales, por lo 
que la proteccidn de los cultivos résulta ser de vital important 
cia, no s6lo para aumentar los rendimientos unitarios, sino tam­
bién para mejorar la calidad de las producciones. Las prediccio- 
nes, por lo tanto, apuntan a una progresiva expansion del consume 
de plaguicidas, estiraandose que en la préxima década de los anos 
80 la demanda sera de 1,3-1,6 veces superior a la alcanzada en la 
década de los 70 (Roberts, 1975).
Las malas hierbas son, quizâs, la causa mas importante 
de merma en el rendimiento de los cultivos. Entre otros efectos - 
perjudiciales son de destacar: compiten con las plantas cultiva- 
das, por el agua, sustancias nutritivas y luz; presentan,a veces, 
efectos de antagonisme respecto a las plantas cultivadas; aumen- 
tan los gastos de cultivo y recoleccién; deterioran la calidad de 
las producciones; reducen la masa y la calidad del forraje a dis- 
posicion del ganado; pueden dar cobijo, en algunas fases de su d_e 
sarrollo, a plagas y enfermedades de las plantas cultivadas, con- 
tribuyendo de esta manera a su propagacién.
Por todo lo expuesto, présenta gran interés econémico - 
la lucha contra las malas hierbas, que tan notablemente perjudi- 
can a los cultivos, y dentro de esta lucha hay que destacar la - 
creciente utilizacién de herbicidas en la agricultura modema. En 
el Reino Unido datos referentes al ano 1973 (Stansfield, 1974) - 
dan 8.300 Tm de producto herbicide active aplicado en 4,15 millo- 
nes de hectâreas de terreno, lo que equivaldrfa a una concentra- 
cién de 30 ppm de producto herbicida introducido en el suelo, si
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la anterior superficie se tratase homogéneamente basta una profun 
didad de 0,5 cm. Segdn Goumay (1976), en los pafses agricolamen- 
te desarrollados, las pérdidas producidas en los cultivos por ma­
las hierbas representan alrededor del 10% del valor del producto 
recolectado. En Erancia, segdn el mismo autor, la inversion en —
herbicidas es igual o adn superior a la inversion realizada en el
resto de los plaguicidas.
La introduccidn de los herbicidas hormonales ha contri- 
buido poderosamente al desarrollo de la lucha quimica contra las - 
malas hierbas y su aplicacién a la escarda qufmica de los cerea- 
les ha llegado a ser una operacidn mds entre las prdcticas de su 
cultivo (Graham-Bryce, 1976). En Espana, el uso de los herbicidas 
es habitual en las explotaciones racionales, por ejemplo, son apli 
cados en mds del 40% de la superficie dedicada a cereales y en el
caso del maiz se llega casi a un 80%.
1.1.1. Herbicidas y grupos principales
Puede decirse que en 1941 comienza la historia modema - 
de los herbicidas con la sfntesis del dcido 2,4-diclorofenoxiacéti 
CO y su posterior utilizacidn como herbicida. Este compuesto fue - 
el primer herbicida orgdnico efectivo a bajos niveles y no tdxico 
para los mamfferos (Blackman, 1945). Su descubrimiento ha revolu- 
cionado la agricultura, ya que a partir de su éxito el desarrollo 
de la investigacién de nuevos productos herbicidas crece en proper 
ciones geométricas.
Los compuesto s orgdnicos que presentan propi edades herbj^
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cidas se encuentran en muy distintos grupos quimicos. Un crite- 
rio de clasificacidn segun la estructura quimica es util y puede 
establecer ciertos patrones de modo de accidn en el vegetal, aun 
que se presentan numerosas excepciones. Quiza este criterio de a 
grupacidn sea el mds extendido y menos conflictivo.
Los principales grupos quimicos (Muzik y Garcia Baudin, 
1971; Bailly y Dubois, 1978) son;
- Compuestos fendlicos
- Fenoxidcidos
- Derivados de dcido carbdmico






- Derivados de anilina
- Triazoles




Los herbicidas estudiados en el presente trabajo son de
rivados de piridina, los cuales constituyen un grupo en la ante -
rior clasificacidn; pero considerando su modo de accidn en el ve-
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getal, algunos de ellos entre los que se encuentran los dos ob- 
jeto de estudio, picloram y 3,6-D, presentan actividad hormonal 
"tipo auxina" semejante a los fenoxidcidos.
En el siguiente apartado pasaremos a considerar el con 
junto de los herbicidas hormonales con accidn auxina.
1.1,1.1. Herbicidas hormonales tipo auxina
Despues del descubrimiento de las auxinas, fitohormo—  
nas o sustancias naturales reguladores del crecimiento vegetativo 
y de otras funciones en la planta, se obtuvieron por sintesis —  
quimica diverses compuestos con cardcter herbicida selective, que 
producian efectos semejantes a los de las auxinas en la morfolo- 
gia y fisiologia de las plantas susceptibles. Las alteraciones - 
en el vegetal son debidas a la persistencia de la accidn auxina.
Sus efectos en las plantas
Su accidn se extiende desde el lugar de contacte a di£ 
tintas partes del vegetal produciendo, principalmente, las si- - 
guientes alteraciones;
- En el crecimiento; Elongacidn celular y proliferacidn 
de tejidos, induccidn de raices adventicias, epinastia en hojas y 
otros drganos.
- En el métabolisme ; alteracidn de la actividad respira 
toria, disminucidn de las réservas de almiddn y aumento de asuca-
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res, reduccién mâs o menos acentuada de la fotoslntesis, altera­
ciones en el metabolismo de âeidos nucleicos, en la distribucidn 
de fosforo y aminoâcidos y disminucidn de la absorcidn de Na'*’y K*,
Grupoa
Como herbicidas hormonales del tipo auxina se conside- 
ran los siguientes grupos, segun su estructura quimica, (Corbett, 
1974; Moore, 1979); presentândose dentro de ellos algunas propie- 
dades générales comunes:
a) Fenoxidcidos y compuestos relacionados: son auxinas 
persistantes en la planta, de potente eficacia. Los fenoxidcidos 
son especificamente llamados herbicidas hormonales. Se agrupan - 
segdn el dcido del que derivan: . .
- Acidos fenoxiacéticos; 2,4-D, 2,4,5-T, 2,4-DEP, MCPA
- Acidos fenoxipropidnicos: mecoprop (2,4-MCPP), d i d or 
prop (2,4-DP), fenoprop (2,4,5-TP),y erbon.
- Acidos fenoxibutiricos: MCPB, 2,4-DB
- Compuestos relacionados: clorfenac
b) Acidos derivados del naftaleno: Acido naftalenacéti- 
00 y dcido metilnaftoxiacético.
c) Derivados del dcido benzoico y compuestos relaciona­
dos: solamente algunos derivados del acido benzoico, entre muchos
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que son herbicidas, presentan actividad auxina (Audus, 1976), - 
siendo, sobre todo, los derivados dorados los de mas potente a£ 
cion de este tipo, favorecida por su gran persistencia en la pla£ 
ta (Keitt y Baker, 1966). Los principales son: dicamba, 2,3,6-TBA 
y cloramben.
Por otra parte, otros compuestos herbicidas, con accidn 
auxina, como el cloruro de triclorobencilo, se consideran relacio 
nados con el acido benzoico (Martin, 1972), pudiendo ser debida - 
su accion a su conversion en el citado dcido.
d) Benazolin (dcido 4-cloro-2-oxobenzotiazolin-3-acéti- 
co): su efecto herbicida es probablemente debido a su accidn co- 
mo auxina (Leafe, 1964), ya que estructuras qufmicas relaciona- 
das con él y sin accidn hormonal de este tipo no resultaron her 
bicidas (Brookes y Leafe, 1963).
e) Derivados de piridina: hasta ahora pocos compuestos 
de este tipo se ban empleado como herbicidas y de ellos picloram 
y 3,6-D, de los que nos ocuparemos en el apartado 1.1.1.2., pre­
sentan reconocida accidn auxina en el vegetal. Otros herbicidas 
de este grupo son: pyriclor y triclopyr.
Modo de accién
Muchos autores apoyan la teorfa de la accidn de las au­
xinas a nivel de gen, estimulando la produccién de RNA (Moore, - 
1979).
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Asf la actividad herbicida de 2,4-D se atribuye a cam- 
bios en el RNA y la sintesis de proteinas y la respuesta bioquf- 
mica pudiera ser iniciada en la membrana plasmdtica (Ashton y -
Grafts, 1973). Hardin y col. (1972) encuentran que un factor --
transcripcional se libera de membranas aisladas de células de so 
ja en presencia de 2,4-D, pero no de su analogo inactivo 3,3-D.
Ante la rapidez de respuesta del vegetal a las auxinas 
y las experiencias con inhibidores, parece probable la existencia 
de un lugar o lugares de accidn especfficos para la auxina en el 
vegetal (Moore, 1979). Segun Hardin y col. (1972),un receptor a- 
sociado a la membrana plasmâtica podria, simultdneamente, provo- 
car la respuesta,inmediata en el crecimiento y la posterior res­
puesta nuclear caracterfstica.
Los herbicidas tipo auxina afectan, por otra parte, mar 
cadamente la permeabilidad de la membrana celular reflejandose en 
el transporte idnico (Ashton y Crafts, 1973).
Relacidn estructura-actividad
Se han intentado establecer los requerimientos estructu 
rales para la actividad auxina pero los resultados no han sido 
concluyentes ya que, a menudo, el descubrimiento de una nueva au 
xina invalida la hipdtesis antes emitida. La mâs satisfactoria es, 
probablemente, la de Porter y Thimann (1965) y Thimann (1969), en 
la que se sugiere que la actividad auxina depende de la presencia 
de una carga positiva fraccional situada aproximâdamente a 0,55 nm
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de-la negative de un grupo carboxilo. El diagrama siguiente mue£ 
tra este requerimiento en el lAA, 2,4-D, 2,3,6-TBA y picloram.
Y
 a
La sustitucidn del H por Cl en la posicidn 6 del 2,4-D, 
asi como en la 4 de los derivados benzoicos, élimina la actividad 
auxina, presumiéndose que se inhabilité asi su combinacidn con el 
probable lugar de accidn en la planta. Sin embargo, la actividad 
auxina de algunos compuestos, como cloramben, no encaja dentro de 
esta teoria (Thimann, 1969).
1.1.1.2. Herbicides hormonales tipo auxina derivados de piridina
PICLORAM: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico.
Efectos en plantas
Aunque el picloram es estructuralmente distinto de otros 
compuestos con actividad auxina, Kefford y Caso (1966) y Eisinger 
y Morré (1971), entre otros autores, citan sus propiedades de au­
xina. Asi, el picloram, aparté de otros sintomas tipicos, estimu
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la la elongacién celular de una amplia variedad de tejidos végé­
tales, produce epinastia y conduce a la pérdida de clorofila.
Es uno de los compuestos herbicidas de mâs potente ac- 
ci6n sobre el crecimiento vegetal, produciendo una amplia altera 
ci6n en la planta debidoa.su gran movilidad en la misma. El picio 
ram no interrumpe inmediatamente el sistema de captura y traslo- 
caciân del vegetal, efecto que es consecuente con su acciân como 
auxina (Davis y col., 1972).
También se ha observado que actua como una auxina sobre 
algunos procesos bioquimicos. Asi, inhibe la captura de Og (Eoy y 
Penner, 1965) e incrementa el contenido de âeidos nucleicos, so­
bre todo, en las plantas sensibles (Malhotra y Hanson, 1970; Chen 
y col., 1972).
La mayoria de las dicotiledéneas, excepto las cruclferas, 
son sensibles al picloram, sin embargo, éste présenta solo modéra 
da toxicidad en las gramineas. A concentraciones herbicidas, el - 
picloram causa,en las plantas susceptibles, alteraciones en el 
crecimiento semejantes a las causadas por 2,4-D y 2,4,5-T (Hama- 
ker y col., 1963), pero es, en general, un herbicida mâs selecti 
vo en su acciân sobre las distintas especies.
Utilizacién como herbicida
El picloram es un potente herbicida de post-emergencia 
utilizado para el control de muchas especies de ârboles, arbustes
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y plantas herbâceas dicotiledoneas, mostrando selectividad entre 
especies.
Es muy efectivo contra malas hierbas perennes de raiz 
profunda como Cirsium arvense (Vanden Bom, 1969), Polygonum con­
volvulus (Eriesen, 1965; Molberg, 1965) y otras y en la erradica 
ci6n de una gran variedad de plantas arbdreas (Dickens y Fears, - 
1977; Ooartney, 1977) y malas hierbas nocivas en prados y pasti 
zales (Gantz y Laning,1963; Scifres y col., 1977).
A pesar de que las gramineas son relativamente toleran 
tes a este herbicida, existen deficultades para su empleo en el - 
desherbaje de cereales, ya que^a la dosis permitida por el culti­
vo, las plantas vivaces, a veces, son poco afectadas (Alfaro, - - 
1974). Présenta, ademâs, el inconveniente de su persistencia en - 
el suelo y en mezclas de suelo que contienen una fuerte proporcidn 
de pajas procédantes de cultivos tratados (Vallée y col., 1975). 
Asi, el control prolongado de las especies perennes en la tierra 
de labor viene limitado por la persistencia del picloram en suelo 
y la susceptibilidad de cultivos taies como trigo (Triticum aesti- 
vum) y otros no cereales, a cantidades muy pequehas de este herb^ 
cida (Nalewaja, 1970). Sin embargo, la aplicacién inicial de 0,07 
6 4,48 kg/Ha puede ser utilizada en avena o cebada y en tierra - 
de barbecho respectivamente, sin dahar el trigo de la siguiente 
cosecha (Keys y Friesen, 1968; Ragab, 1975). La aplicacién a cul­
tivos de cereal suele hacerse conjuntamente con otros herbicidas.
La eliminacién de malas hierbas en pastos es de gran
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interés; en el conjunto de la economia nacional es importante el 
mantenimiento de una composicién adecuada de plantas herbâceas - 
aptas para el pastoreo, evitando la conversiân de la pradera en 
jaral o en monte bajo. Por ejemplo, en el caso de recuperaciân - 
de una pradera invadida por "tojo" la utilizaciân de herbicidas, 
taies como 2,4,5-T y picloram, junto a un abonado conveniente, - 
ha dado muy buenos resultados (Arroyo, 1971).
El uso del picloram estâ muy extendido para desherbaje 
total en terrenos sin cultivo a razân de 0,5-1,2 Kg/Ha. Se apli- 
ca también conjuntamente con otros herbicidas en la roturacién - 
de terrenos.
Degradabilidad y persistencia en el suelo
Se trata de un compuesto no volâtil y muy persistante 
en la planta y el suelo, en este ultimo tanto en condiciones ae- 
robicas como anaerébicas, dependiendo su degradacién de la ac- - 
cién de microorganismos (Hance, 1967).
Se conoce poco acerca de su degradacién. El linico meta 
bolito detectado en suelo ha sido el 6-hidroxiderivado. Aunque se 
ha obtenido a partir de picloram marcado en su totalidad -
con (Redemann y col., 1968), no hay evidencia de descarboxi- 
lacién como se ha comprobado en plantas. Su rotura en el suelo li 
bera gran cantidad de cloro inorgânico, y el 6-hidroxipicloram - 
no se acumula en el suelo en mâs del del picloram ahadido. Se 
sugiere que en condiciones aerâbicas una dioxigenasa rompe el a-
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nillo de piridina, tal como ocurre en la degradaciôn de la vita- 
mina y el âcido nicotinico (Meikle y col., 1974).
Se ha estudiado la susceptibilidad al ataque microbiano 
de los derivados de piridina, deduciéndose su dependencia del ti­
po, posicidn y numéro de sustituyentes del heterociclo (Naik y - 
col., 1972).
El picloram es considerado como un herbicida de gran - 
persistencia en el suelo, variable segun la dosis de aplicacidn, 
la naturaleza del suelo y las condiciones climâticas (Grover, 1967; 
Keys yFriesen,1968; Baur y col., 1972). Los resultados de estudi- 
os de perâistencia, con procemientos y condiciones expérimentales 
distintos, asignan desde 71 hasta mâs de 400 dias de permanencia 
en los distintos suelos frente al mâximo de 30 dias a 1 aho del - 
dicamba (Altom y Stritzke, 1973). El picloram es mâs persistante 
que 2,4-D, 2,4,5-T, 2,3,6-TBA y dicamba, siendo su desapariciân - 
del suelo debida principalmente a la lixiviacidn (Keys y Friesen,. 
1968 y Bumside y col., 1971).
3,6-D: Acido 3,6-dicloropicolinico 
Efectos en plantas
Es un herbicida de potente accion sobre el crecimiento 
vegetal induciendo en el mismo respuestas tipo auxina, semejantes 
a las causadas por su anâlogo estructural picloram. Asi, produce 
severa epinastia y anastomosis en ciertos organos (Naish, 1975).
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Es absorbido por hojas y raiz y traslocado con gran ra 
pidez a través del vegetal, ejerciendo un mayor efecto en plantas 
jdvenes en activo crecimiento; mientras, en condiciones desfavora 
bles al mismo, los efectos se manifiestan lentamente (Morel, 1977)
Ha sido observado aumento del contenido de RNA y pro- 
teina en hipocotilo de soja tratado con este compuesto (Chen y - 
Lin, 19 77).
Utilizacidn como herbicida
El 3,6-D es un herbicida de post-emergencia con la par- 
ticularidad,respecto a otros de tipo auxina,de su efectividad so­
bre especies de compuestas muy résistantes. Es, también, muy e- 
fectivo sobre malas hierbas perennes de raiz profunda como Polygo 
num spp. (Brown y Uprichard, 1976). Se ha encontrado util su apli 
cacidn, en general, en cultivos de gramineas y cruciferas, como - 
maiz, sorgo, lino, cereales y colza (Morel, 1977).
Por el restringido espectro de especies vegetales sen­
sibles a él, se aplica en combinacidn con fenoxiherbicidas a do­
sis aproximadamente de 0,1 Kg/Ha, con amplio margen de seguridad 
tanto para el cultivo de cereal de invierno como de primavera, - 
presentando, particularmente el cereal, tolerancia al herbicida 
en cualquiera de las etapas de su crecimiento (Brown y Uprichard, 
1976). Hasta 0,2 Kg/Ha es aplicado en cultivos de colza conjunta 
mente con otros herbicidas. Dosis mucho mayores se utilizan para 
el control de malas hierbas en tierras en barbecho.
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Degradabilidad y persistencia
La diferencia esencial entre 3,6-D y picloram es la ma
yor susceptibilidad del primero a la degradacidn, siendo as£, de
bido a su menor persistencia en suelo, mâs util para la âplica- 
ci6n en tierras de cultivo.
No se ha encontrado aun que sea metabolizado en las -
(vj plantas, sin embargo, estudios en distintos tipos de suelo reve- 
lan su caracter biodegradable, convirtiendose en COg, antes de - 
hv 100 dias, el 50% del producto activo y habiéndose detectado el - 
6-hidroxiderivado en suelo como en el caso de picloram (Brown y 
Uprichard, 1976).
El 3,6-D es eliminado del suelo, ademâs de por dégrada 
ci6n microbiana, por lixiviacidn, ya que en la mayoria de los su£ 
los de pH por encima de la neutralidad, este compuesto se halla - 
en forma idnica (Pik y col., 1977).
1.2. Interaccidn plaguicida-medio ambiente
De las operaciones que requiere la proteccidn de los - 
cultivos, asi como de otras muchas actividades del hombre, se dé­
riva un posible dano en el medio ambiente, lo que ha suscitado un 
creciente interés acerca de los efectos de productos quimicos 
sobre el suelo y su equilibrio bioldgico. En el contexto agricola, 
interesaria conocer los efectos sobre la microflora del suelo c£ 
mo determinants de su fertilidad, ya que los microorganismos es-
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tan intimamente ligados a procesos tales como el reciclado de los 
nutrientes esenciales para las plantas, descomposicidn y formacidn 
de humus, estabilidad estructural del suelo, supervivencia de pa- 
tdgenos y otros. Asimismo, la degradacidn de productos plaguicidas 
es, principalmente, debida a la accidn de microorganismos. El fun 
cionamiento eficaz de estos procesos requiere un delicado equili­
brio entre los microorganismos, el suelo y las plantas, en el cual 
influyen muchos factores ambientales y del que résulta un estado - 
conocido como fertilidad del suelo. Es claro que el aporte de un 
compuesto quimico al suelo podria alterar este equilibrio: alrede 
dor de la mitad de los compuestos herbicidas son directamente a- 
plicados al suelo, ademâs de que los de aplicaciân foliar, even- 
tualmente, también llegarlan al mismo. Por otra parte, tanto las 
pulverizaciones agrfcolas como los productos volâtiles pueden ll£ 
gar a horizontes superiores del suelo, lejos del lugar de aplica- 
ciân, siendo ademâs, el agua, en ocasiones, el vector de estos 
productos a larga distancia.
Después del agua, el nitrâgeno es el components limitan 
te de la producci6n mâs importante en agricultura y es particular 
mente crftico en la producciân de alimentes de alto contenido en 
proteina. La necesidad de poner a disposiciân de la cadena alimen 
taria mayor cantidad de nitrdgeno es évidente, y por tanto, fun­
damental el evitar las pérdidas que puedan producirse, sobre to­
do, en el suelo o protéger, por otra parte, su entrada en el mis­
mo.
Los procesos de reciclado del nitrégeno en la naturaleza
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y, en particular los que tienen lugar en el suelo, son del mâximo 
interés, no s6lo ante consideraciones de necesidad de mantenimien 
to de la fertilidad, sino porque el suelo es el sustrato mâs im­
portante de los procesos, fundamentalmente bioldgicos, implicados 
en el reciclado de este elemento.
Posteriormente expondremos los aspectos fundamentales 
del Ciclo del Nitrdgeno y la importancia que tienen en el mismo, 
los procesos de nitrificacidn y fijacidn bioldgica de nitrdgeno.
1.3. Ciclo del Nitrdgeno
La secuencia compleja de reacciones implicadas en el - 
Ciclo del Nitrdgeno supone actividades metabdlicas de organismes 
vivos y adicionalmente incluye importantes conversicnes abioldgi 
cas de nitrdgeno.
En el movimiento global de este elemento se pueden con 
siderar dos grandes subciclos: Ciclo Pijacidn N^-Lesnitrificacidn 
y Ciclo de Volatilizacidn-Precipitacidn; el primero es de carâc- 
ter fundamentalmente bioldgico y el segundo abioldgico. En la at 
mdsfera los dos ciclos parecen funcionar independientemente, pero 
en el "pool" suelo-agua pierden la independencia y tienden al e 
quilibrio a través de compuestos intermedios comunes.
El "pool" suelo-agua es, claramente, el centro dinâmi- 
co del Ciclo del Nitrdgeno, por la magnitud y variedad de las con 
versiones que tienen lugar en él, principalmente las mediadas por
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organismes vivos (ver esquema). Asi, el mantenimiento de un cier 
to estado de equilibrio astable en este "pool" se debe, fundamen 
talmente, a los procesos de fijacidn de Ng, nitrificacidn y desn^ 
trificacidn, llevados a cabo por microorganismos y que, por otra 
parte, son cruciales en el reciclado global de este elemento.
Las reacciones bioldgicas implicadas en el Ciclo del Ni 
trdgeno presentan dos tipos principales de actividad: reacciones 
relacionadas con la sintesis de material celular y reacciones rje 
lacionadas con la obtencidn de energia. Entre las primeras, la 
jacidn de Ng es el dnico proceso bioldgico que aporta nitrdgeno al 
"pool" suelo-agua. En las segundas se incluyen la nitrificacidn y 
desnitrificacidn.
Interconversiones de nitrdgeno en el "pool" suelo-agua y su rela 
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En la nitrificacidn el nitrdgeno funciona como redactor,
produciendose nitrate. Per el contrario en la desnitrificacién - 
funciona como oxidante, siendo la secuencia de sus reacciones el 
caso especial de utilizacidn de nitrate disimilatoria, que condu­
ce a la formacidn de compuestos de nitrdgeno gaseosos (NgO y Ng) 
que pasan a la atmôsfera.
La nitrificacidn y desnitrificacidn son pasos forzosos 
en la via del nitrdgeno hacia y desde el "pool" suelo-agua, y - - 
constituyen para les principales organismes que llevan a cabo es­
tes procesos la forma normal de obtencidn de energia.
La estimacidn cuantitativa de algunos procesos del Gi­
cle del Nitrdgeno viene dada en el anterior esquema. En este as- 
pecto, la significacidn de la nitrificacidn puede refiejarse en - 
les valores correspondientes a la desnitrificacion, ya que este - 
ultime proceso es, en gran medida, de carâcter bioldgico y depen- 
diente, en parte, del aporte de sustrato energético résultante de 
la nitrificacidn.
1.3.1. Nitrificacidn
La nitrificacidn es la transformacidn bioldgica de com­
puestos de nitrdgeno inorgânicos u orgânicos desde un estado redu 
cido a otro mâs oxidado (Alexander y col., I960). Otras definicio 
nés mâs restrictivas se refieren a la oxidacidn bioldgica de ni- 
trdgeno en forma de sal de amonio a nitrate.
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Desde el punto de vista agrondmico la nitrificacidn ha 
sido considerada durante mucho tiempo como un proceso microbiold- 
gico beneficioso en virtud de su contribucidn al mantenimiento de 
la fertilidad del suelo, pero hoy dia la opinidn general parece - 
inclinarse al lado opuesto, ante el hecho de que las plantas di- 
fieren considerablemente en el grado de captura de las dos formas 
de nitrdgeno, amonio y nitrato (Viets, 1965).
En périodes de oxidacidn activa de NH^, el NC^ no absor 
bido por las plantas o inmovilizado por la microflora, puede ser 
eliminado del suelo por ser una forma de nitrdgeno fâcilmente li- 
xiviable, Quizâ esta sea la principal causa de la baja recupera- 
ci6n del nitrdgeno fertilizante (Allison, 1966; Prasad y col., - 
1971). Ademâs la nitrificacidn puede ser favorecedora de la pér- 
dida de nitrdgeno por el suelo, como proceso que suministra sus­
trato (NO^ d NOg) a la microflora desnitrificante, la cual actua 
vigorosamente en la mayoria de los suelos en condiciones anaerdbi 
cas, favorecidas, también, por el consumo de O2 llevado a cabo - 
por los nitrificantes (Greenland, 1958; Burns y Hardy, 1975).
Por otra parte, la contaminacidn de las aguas superficia 
les y subterrâneas por NO^, con riesgo para la salud y contribucidn 
a la eutroficacidn, es otro aspecto negativo de la nitrificacidn o 
del excesivo uso de fertilizantes nitrogenados (Alexander, 1977).
A pesar de todo, las consecuencias de la nitrificacidn 
no estân precisadas cuantitativamente y por tanto, el alcance de - 
su bénéficie o perjuicio no esta claro.
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1.3.1.1. Nitrificacidn y microorganismos nitrificantes
Las reacciones de nitrificacidn parecen ser las princ^ 
pales fnnciones metabdlicas sdlo en las bacterias autotrofas, in 
clufdas, segün el manual de Bergey,(Buchanan y Gibbons, 1974) en 
la familia Nitrobacteriaceae con siete géneros, de los cuales 
dos son marinos y capaces de oxidar unicamente NOg a NO^.
Estas bacterias nitrificantes se dividen en dos grupos: 
las oxidantes de NH^ y las oxidantes de NOg, no siendo ninguna - 
capaz de llevar a cabo las dos reacciones. Del primer tipo, Nitro 
somonas parece ser el génère mâs extendido, seguido de Nitrosos- 
pira y Nitrosobolus y como oxidador de NO^ mâs frecuente estâ Ni- 
trobacter. Las especies de mâs amplia distribucidn son Nitrosomo- 
nas europaea y Nitrobacter a'gilis o N. winogradskyi.
Estas bacterias autotrofas obtienen la energia necesa- 
ria de la oxidacidn del nitrdgeno, segun las siguientes reaccio­
nes (Aleem, 1970):
m *  + 3/2 Og Nitrosomonaa  ^ MOg + 2E* + HgO (AP=-65Koal/mol NHp 
NOj + 1/2 Og , NOj (AP=-18Kcal/mol NOj)
Un amplio numéro de microorganismos heterotrofos, in- 
cluidas ciertas bacterias, actinamicetos y hongos, son capaces, - 
también, de oxidacidn, aunque limitada, de compuestos nitrogena­
dos, pero su contribucidn al proceso de nitrificacidn se cree - 
que es mener.
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Los compuestos nitrogenados oxidados por los heterotro 
fos pueden ser tanto inorgânicos como orgânicos, presentândose - 
en estos âltimos el nitrdgeno en el estado redueido de R-NHg o, 
incluso, en uno mâs oxidado.
Las cantidades oxidadas por los heterotrofos son mini- 
mas comparadas con las de los anteriores autotrofos (2000 ppm o 
mâs, transformadas por Nitrosomonas spp. frents a las 100 ppm de 
Aspergillus flavus). Asi, ciertas bacterias y actinomicetos hete 
rotrofos, cultivados en presencia de sales de NH^,fueron capaces 
de generar unicamente NOg (Hirsch y col., 1961; Verstraete y Ale­
xander, 1972; Witzel y Overbeck, 1979), el cual aparecia al cesar 
la fase de crecimiento active cuando el NH^ no era ya necesario - 
en la asimilacidn (Brisou y Vargues, 1962; Obaton y col., 1968; 
Verstraete y Alexander, 1972). Estos organismes no llegan a pro- 
ducir NO^, encontrândose sdlo algunas especies de hongos que lo 
formaron a partir de NO^. Por otra parte, algunos géneros de bac 
terias, como Arthrobacter, y de hongos, como Aspergillus, son ca 
paces de producir NO^ a partir de NH^, formândose, en el caso de 
los hongos,NOg como producto intermedio (Marshall y Alexander, 1962)
La significacidn de la nitrificacidn heterotrofa en el 
suelo estâ aun por evaluar. Hasta ahora es évidente que la nitri­
ficacidn en la mayoria de los casos no implica a microorganismos 
heterotrofos, aunque si puede ser importante en ciertos habitats, 
como suelos âcidos, en los que el proceso de nitrificacidn es aun 
poco claro. Weber y Gainey (1962) observaronproduccidn de NO^ en 
suelo suplementado con S0^(NH^)2> incluso a pH menor de 4> mien-
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tras en otroa la aplicacidn de este compuesto inhibid la nitrif_i 
cacidn. Ishaque y Cornfield (1976) refieren nitrificacidn en su£ 
lo a pH 4,2 en ausencia de bacterias quimioautotrofas, pero sin 
lograr el aislamiento de los posibles heterotrofos responsables. 
En algunos trabajos es referida la existencia de inhibidores que 
no impiden la produccidn de NO^ a partir de N-humus pero si de - 
NH^, revelando, asi, dos tipos de poblaciones nitrificantes.
Por otra parte, los estudios en cultivo puro muestran - 
la lenta y limitada nitrificacidn por heterotrofos, aunque su in^ 
ficacia podria ser compensada por su gran nümero en el suelo, pu- 
diéndose pensar, a la vista de su densidad, que los heterotrofos 
nitrificantes juegan un papel, aunque secundario, en el proceso - 
de nitrificacidn con rendimiento mucho menor que el de las bacte­
rias autotrofas.
1.3.1.2. Nitrificacidn e influencias ambientales
Tanto factores quimicos como fisicos afectan el grado de 
oxidacidn de NH^ en el suelo; la nitrificacidn présenta una gran 
sensibilidad a las influencias extemas, que es atribuible, en - 
parte, a la gran similitud fisioldgica de las especies responsa­
bles, con notorio resultado en la formacidn de producto final.
Entre las propiedades fisicoquimicas del habitat micro- 
bioldgico que afectan el grado de nitrificacidn estân:
La disponibilidad de nutrientes. Asumiendo que la nitrificacidn 
se trata fundamentalmente de un proceso autotrdfico séria - -
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improbable que otro factor, distinto del sustrato energético, fue 
se limitante del proceso, ante el escaso material celular formado 
como consecuencia directs de la nitrificacidn. Sdlo el no so_ 
lubie o el quimicamente extrafble es directamente accesible para 
ser oxidado por los autotrofos nitrificantes, ya que su habilidad 
para utilizar el fijado no parece tan efectiva como la de mu_ 
chas especies heterotrofas (Jansson, 1958). Por otra parte, la ' - 
sensibilidad de los nitrificantes autotrofos, especialmente de 
Nitrobacter. a la presencia de grandes cantidades de urea, NH^ o sa­
les de amonio en suelos de alto pH, o que resultan con alto pH co 
mo consecuencia de la adicidn de cualquiera de los dos primeros - 
compuestos, parece ser resultado de la inhibicidn de la bacteria 
por amoniaco libre mâs que por efecto del i6n NH^ (Aleem y Alexan 
der, t960r Dommerges y Mangenot, 1970).
Los productos finales, NOg y NO^, también, afectan a - 
las bacterias nitrificantes autotrofas. Sin embargo, la concentra 
ci6n de NO^ tdxica raramente es alcanzada en el suelo y el NOg, - 
téxico sdlo en Nitrosomonas, reduce la actividad de éstas unica_- 
mente a pH bajo (Lewis y Pramer , 1958) y por otra parte el nitrite 
no persistirfa en suelos âcidos.
El pH. Es considerado como el principal entre los factores ecol6_ 
gicos de influencia en la nitrificacidn. Es un hecho conocido —  
que en suelos âcidos la nitrificacidn procédé muy lentamente, aiîn 
en presencia de adecuadas cantidades de sustrato y que los orga^- 
nismos nitrificantes son escasos o no aparecen en ambientes —  
muy âcidos. Asi, la acidez détermina no sdlo la actividad sino
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también el tipo y denaidad de la poblacidn nitrificante• Bhuiya 
y Walker (1977) detectaron autotrofos oxidantes de NH^ en varios 
suelos moderadamente âcidos (pH 5,0) aislando cepas de Nitrosobo 
lus, Nitrosomonas y Nitrosospira. A partir de suelos adn mâs âc^ 
dos Walker y Wickramasinghe (1979) obtuvieron, en cultivo puro, 
especies de oxidantes de NH^, pero no lograron aislar los oxidan 
tes de NOg, los cuales hablan sido detectados en varios suelos. 
Estos mismos autores tampoco consiguieron el aislamiento de ba£ 
terias autotrofas en los suelos âcidos estudiados por Ishaque y 
Cornfield (1976).
En general, la actividad de los nitrificantes autotro_
fos disminuye considerablemente por debajo de pH 6 y es despre_ 
ciable por debajo de 5 (Dancer y col., 1973). La nitrificacidn 
a pH menor, observada en algunos suelos, es atribuible a cepas _ 
de bacterias autotrofas adaptadas o a la existencia de diferen_ 
cias quimicas dentro del hâbitat. Asi, dependiendo de la proce_ 
dencia de los aislamientos (pH del suelo de origen) el pH dptimo 
podria variar para las distintas cepas, pero se puede generali__ 
zar que la actividad mâxima de la mayoria de los autotrofos oxi_
dantes de NH^ se encuentra por encima de la neutralidad y la de
los oxidantes de NO^ prôxima a ella (Morrill y Dawson, 1962-). -
Hay que tener en cuenta que, con frecuencia, los microorganismos
ocupan lugares microecolégicos de acidez diferente a la supuesta 
segiin las determinaciones obtenidas a partir de mue stras de sue_ 
lo, las cuales incluyen muchos microambientes.
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A diferencia de la nitrificacidn autotrofa la heterotro 
fa no va ligada al crecimiento. Por ejemplo, la actividad nitrifi 
cante de Aspergillus flavus requiere condiciones neutras & alcal^ 
nas, aunque el hongo crezca bien en medio âcido; la inhibicidn per 
acidez se deberfa a la accidn sobre los sistemas enzimâticos rear^
ponsables de la oxidacidn de los compuestos de nitrdgeno (Hirsch 
y col., 1961). Sin embargo, otros heterotrofos nitrifican a bajo 
pH % adn mâs, la formacidn de NO^ en algunos suelos âcidos se a_
tribuye a nitrificacidn heterotrofa, que conduce fundamentalmente 
a NOg pasando date a NO^ abioldgicamente (Tyler y Broadbent, 1960;
Ishaque y Cornfield, 1976).
Tensidn de oxlgeno.Tanto las especies nitrificantes autotrofas co_ 
mo las heterotrofas son aerobias (Alexander, 1965b),siendo la ten_ 
sidn dptima de 0  ^para una activa produccidn de nitrato similar a 
la del aire (Grechin y Ch/eng, i960).
Las bacterias autotrofas nitrificantes muestran alta afi 
nidad por el oxigeno, pudiendo ocurrir la nitrificacidn a concen_ 
tracions3 tan bajas como 6^ M  de oxigeno y no requiriendo asf al_
tos grados de aireacidn ante la baja demanda de este elemento por 
Nitrosomonas y Nitrobacter (1,5 y 0,5 moles respectivamente para 
la oxidacidn de 1 mol de sustrato energâtico).
Son muchos los factores edafoldgicos y climatoldgicos - 
que afectan la aireacidn, constituyendo el agua del suelo la prin
cipal barrera de accesibilidad del oxfgeno a los microorganismos. 
3e ha considerado que contenidos en agua entre l/2 y 2/3 de la -
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capacidad de campo muestran un grado dptimo de hume dad del suelo - 
para una buena aireacidn. En suelos encharcados o sedimentos, la
nitrificacidn estâ limitada por el grado de difusidn de oxfgeno y, 
dependiendo del contenido de materia orgânica del suelo, por la ma 
yor o menor demanda de oxfgeno por parte de la flora heterotrofa - 
(Vanderborght y Billen, 1975). Sin embargo, los nitrificantes aut£ 
trofos pueden sobrevivir en ambientes andxicos largos periodos de 
tiempo, aunque no puedan crecer (Painter, 1970).
Temperatura. La nitrificacidn transcurre entre los 5 y 40°C. Puera 
de estos limites algunos investigadores han encontrado actividad,- 
aunque muy baja (Frederick, 1956). A pesar de las diferencias se_ 
gdn las especies, el dptimo se ha establecido entre los 30 y 35^0 
para Nitrosomonas y 34-35°C para Nitrobacter (Deepe y Engel, i960; 
Alexander, 1977), desconociéndose la existencia de especies nitri­
ficantes autotrofas termdfilas.
Materia orgânica. Los autotrofos presentan sensibilidad a muchas - 
sustancias orgânicas e incapacidad para crecer sobre compuestos or 
gânicos suplementados exdgenamente. En medio de cultivo, se han en 
contrado muchos compuestos orgânicos que les son inhibitorios. En 
contraste, llama la atencidn el hecho de que la nitrificacidn ten_
ga lugsir, también, en suelos ri cos en materia orgânica y ademâs, - 
los nitrificantes se adhieren a particulas de suelo, probablemente 
muchas de ellas orgânicas (Vanderborght y Billen, 1975), en los lu­
gares donde el NH^ es accesible. Asf, se han formulado diversas hi- 
pdtesis, como la que postula que la bacteria en el suelo habita un 
ambiente particular distinto del medio de cultivo o incluso, la de
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la existencia de una posible simbiosis autotrofos-heterotrofos.
Por otra parte, a menudo la materia orgânica que llega - 
al suelo favorece el desarrollo de la flora heterotrofa y puede re 
ducir o detener la formacidn de nitrato, lo cual puede obedecer a 
diversas causas como: la competitividad por el NH^ que conducirla 
a la inmovilizacidn del nitrdgeno por otra flora distinta de la - 
nitrificante. Asimismo, podria ocurrir deplecidn de Og en el suelo, 
condicidn desfavorable a la nitrificacidn y, por el contrario, favo 
recedora del proceso de desnitrificacidn. De todo ello resultaria 
reduccidn de la actividad nitrificante del suelo como consecuen_- 
cia indirecta de la entrada de moléculas orgânicas en el mismo.
1.3.2. Pljacidn bioldgica de nitrdgeno. La simbiosis Rhlzobium-le 
guminosa
Entre los muchos factores que podrian contribuir a la me_- 
jora en el rendimiento de los cultivos, probablemente, los de mayor 
importancia sean los que incrementan la disponibilidad de nitrdge_- 
no. La produccidn industrial de fertilisantes nitrogenados, cada - 
vez mâs insuflciente, requiere un gran gasto energético y supone un 
alto coste de produccidn. Dado, ademâs, el bajo aprovechamiento de 
estes fertilizantes por los cultivos (por téxmino medio un 50#) es 
de especial interés, a parte de otras alternativas tecnoldgicas, la 
alternativa de la fijacidn bioldgica de Ng.
Actualmente la principal fuente de alimente es el cereal de 
grano, con una produccidn mundial anual de alrededor de 1300 —
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millones de toneladas (PAO, 1972), debido, sin duda, a la mejora 
en el rendimiento de su cultivo conseguida, en gran parte, gracias 
al empleo de fertilizantes: existe una directa correlacidn entre - 
el incremento de su produccidn y el uso de fertilisantes nitrogena 
dos. Por otra parte, la leguminosa grano tiene gran importancia co 
mo fuente proteinica, tanto para consumo humano como para alimenta 
cidn del ganado, debido a su alto contenido en proteina 20-45% 
frente al 8-20% del cereal. La produccidn de grano de leguminosas 
supone solo el 10% de la del cereal con un area de cultivo corres- 
pondiente al 15%, debido, quiza, a no haberse conseguido la mejora 
de su cultivo con la aplicacidn de fertilisantes nitrogenados, ade^  
mas, los requerimientos en nitrdgeno son cuatro veces superiores, 
por unidad de rendimiento, a los del cereal (Hardy y Havelka, 1975). 
Por todo esto, en el desarrollo y proteccidn del aprovechamiento - 
del nitrdgeno por las leguminosas estaria la clave de la mejora de 
su produccidn y en este sentido es del maxime interés la capacidad 
fijadora de N2 del Rhizobium en simbiosis con las leguminosas.
La cantidad de N2 fijado bioldgicamente es dificil de e- 
valuar por la heterogeneidad de los organismes fijadores, la de su 
distribucidn y ambiente en el que se desarrollan, asf como por la 
limitacidn de dates base de que se dispone. Recientes estimacio- 
nes asignan la cantidad de 140 millones de Tm anuales de nitrdge­
no fijado bioldgicamente en el suelo, de los que unos 90 millones 
corresponden a suelos agrfcolas, cifras de gran significacidn com­
paradas con las de otros procesos que aportan nitrdgeno al suelo - 
(ver el anterior esquema del apartado 1.3). Entre las diferentes 
formas de fijacidn bioldgica de nitrdgeno existentes, libre.
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asociativa y simbidtica obligada, la TSltima»representada fundamen 
talmente por la simbidsis Rhizobium-legnminosa,es de la mâxima im_ 
portancia en suelos agrfcolas y no agrfcolas. Se estima que contri 
buye anualmente con 35 millones de toneladas de nitrdgeno fijado 
por los cultivos de leguminosas, inclufdas las praderas temporales 
para pasto y otros fines, y ya que el ârea de cultivo de las legu_ 
minosas se cifra entre el 18 y 25% del total del suelo cultivado - 
se podrfa decir que los campos de leguminosas son lugares con gra_ 
dos de fijacidn muy superiores a los de otras formas de fijacidn - 
bioldgica de Ng.
En las praderas permanentes y pastizales son fijados —  
otros 40 millones de toneladas de nitrdgeno, en gran parte, atri_- 
bufdos a la simbiosis Rhizobium-leguminosa. ya que estos suelos ai 
bergan una amplia gama de especies de leguminosas silvestres. Asi_ 
mismo, la introduccidn en los pastos a grsui escala de leguminosas 
de importancia comercial tiene ya considerable éxito (Bums y 
Hardy, 1975).
Las leguminosas arbdreas, también, presentan apreciable,- 
aunque lenta,fijacidn de nitrdgenof sin embargo, en los bosques, 
otros tipos de fijacidn parecen tener mayor significacidn.
Por dltimo, la nodulacidn de leguminosas silvestres con_ 
tribuye al reciclado del nitrdgeno en la superficie de la tierra, 
aunque su contribucidn sea muy diffcil de evaluar (Alexander, 
1977).
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t.3.2.1. El género Rhizobium
El criterio para définir este género se refiere a su habi 
lidad para formar nddulos en las leguminosas, estando inclufdo en 
la familia Rhizobiaceae, segdn el Manual Bergey (Buchanan y —  
Gibbons, 1974). Otros géneros de esta familia, como Agrobacterium, 
estân taxondmicamente muy prdximos al género Rhizobium como mues_- 
tran estudios de taxonomla numérisa, anâlisis del DNA etc. (Lange, 
1961; Graham, 1964): A menudo, existe mayor proximidad taxondmica 
entre los rizobios de crecimiento râpido y Agrobacterium que entre 
los de crecimiento lento y crecimiento râpido dentro del propio gé 
nero Rhizobium (Graham, 1964), discutiendose si todas las especies 
infectivas de las leguminosas deberian agruparse bajo un dnico gé_ 
nero.
La clasificacidn en especies del género Rhizobium se hace 
en base a la especificidad de las cepas frente al huésped, esta_- 
bleciéndose los siguientes grupos de inoculacidn cruzada (Vincent, 
1977):
1 - Cepas de crecimiento râpido.
a) R. leguminosarum-R. trifolii (Lathyrua. Vicia. Lens.
Pisum. Trifolium)
b) R. phaseoli (Phaaeolus vulgaris. P.angustifolius.
P.multiflorua)
c) R. meliloti (Medicago. Melilotus. Trigonella)
d) Algunos rizobios de Lotus. Cicer, Lupinua, Leucaena.
Anthillis.
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2 - Cepas de crecimiento lento.
a) Gzupo "cowpea" (Vigna. algunos Phaaeolus. Macropti - 
lium. Lotus pedunculatus y otros) 
h) R. japonicum (Glycine max)
c) R. lupini (Lupinus. Omithopus)
Norris (1965) sugirid la divisidn de los rizobios en dos 
grupos, los productores de âcido y los alcalinizantes, cuando se 
cultivan en extracto de levadura-manitol; por otra parte, los pri 
meros, en general, coinciden con cepas de crecimiento râpido y - 
los segundos con los rizobios de crecimiento lento.
Los rizobios libres son bacilos gram negatives, muy mdvd. 
les con flagelacidn polar, subpolar o peritrica. Son productores 
en mayor o menor proporcidn, segtSn las cepas, de mucflago hidro^ 
soluble y presentan abundancia de grânulos de polibetahidroxibutl 
rico. Dentro del nddulo se presentan en forma de bacteroide, con 
diferencias estructurales y funcionales respecte de la bacteria 
libre (Vincent, 19 77) y que varlan considerablemente de unas legu 
minosas a otras.
Los rizobios son organismos aerobios que utilizan como - 
fuente de energia una gran variedad de hidratos de carbono, mo- -
nosacâridos, disacâridos e incluso tri y polisacâridos. Las di--
ferencias en la utilizaciôn de estos hidratos de carbono junto a 
otras propiedades establecen, a veces, diferencias entre especies 
y cepas. En vida libre necesitan nitrdgeno combinado, aunque re_- 
cientemente se han encontrado cepas capaces de fijar Ng, con —
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independencia de la leguminosa y bajo ciertas condiciones de cul'W. 
vo, como son: fuente de carbono (xilosa,arabinosa o galactosa), un 
âcido dicarboxflico (âcido succlnico) y una fuente de nitrdgeno - 
combinado (Stanier y col., 1976). Las dltimas investigaciones som­
bre la categorfa nutricional del género Rhizobium han mostrado la 
existencia de cepas autotrofas, dentro de las que poseen hidrogena 
sas (Hanus y col., 1979).
1.3.2.2. Rhizobium en el suelo y rizosfera
Es claro que una adecuada densidad de rizobios en la ri 
zosfera favorece la infeccidn de las raices de la leguminosa, aun 
que sdlo unos pocos centenares de bacterias por gramo de suelo - 
sean suficientes para ello.
Los rizobios estân normalmente présentes en el suelo en 
nâmero variable dependiendo de la cepa, de la naturaleza del sue 
lo y del tratamiento agrfcola a que se ve sometido. Utilizan para 
su crecimiento, a parte de otros nutrientes, los materiales segre 
gados por las rafces de las plantas y, también, posiblemente por 
la microflora asociada a la rizosfera. Mientras un suelo bajo un 
cultivo, como trigo, contiene pocos rizobios (10 células/g) el -
n
mismo bajo leguminosas, podria contener hasta 1 0 ' células/g.
La habilidad de Rhizobium para mantenerse en el suelo se 
puede deducir del hecho de que cultivos de leguminosas nativas - 
establecidas después de otros cultivos, llegan a presentar nodu_ 
laciân eficiente. Es évidente el efecto rizosfera de la —
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leguminosa, estimulador del crecimiento de los rizobios, que se ex 
tiende a 1 0 -2 0 mm de distancia de sus ralces: esta estimulacidn es 
especifica, as£ Rhizobium es favorecido mâs que otras bacterias, y 
ademâs cada leguminosa estimula rizobios especlficos. Las sustan^- 
cias responsables de la estimulacidn no han sido identificadas, pe 
ro se cree que el aumento de los rizobios en la rizosfera no es de 
bido a liberacidn de los mismos por los nddulos ya que en ausencia 
de nodulacidn también se ha observado este incremento (Dixon,1969).
Ha sido referido un efecto rizosfera positivo para el - 
Rhizobium por parte de plantas no leguminosas. Rovira (1961) lo - 
observ’d con Trifolium pratense y Paspalum dilatatum. ambos estimu_ 
laron, pero la estimulacidn por Paspalum no fue selective para —  
Rhizobium y si la de Trifolium. Asimismo Poa australis estimuld - 
Rhizobium trifolii y R.meliloti (Robinson, 1967), aunque el efecto 
fué siempre menor que el de la leguminosa. Hay otras y suficientes 
evidencias de que el Rhizobium sobrevive y crece en la rizosfera - 
de no leguminosas (Dixon, 1969), lo cual es esencial para su mante 
nimiento en el suelo en ausencia del huesped: la desaparicidn des­
pues de diez arlos se atribuyd a los periodos de barbecho, mas que 
a la ausencia de leguminosas ( Dixon, 1969). Sin embargo, es un 
hecho establecido que las leguminosas excretan sustancias especi_- 
ficas estimuladoras de los rizobios. En este sentido apuntan re_- 
sultados como los obtenidos por Rovira (1961), segiîn los cuales - 
Rhizobium spp. fue mâs estimulado por trébol, y a mayor distancia, 
que el reste de la poblacidn microbiana de su rizosfera.
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1 .3.2.3. El cultivo de las leguminosas
El cultivo de leguminosas es el dnico que puede abaste_- 
cerse de gran parte del nitrdgeno que necesita. Asf, dependiendo, 
prinoipalmente^ del contenido de este elemento en el suelo, puede 
por téxmino medio, conseguir un 30# a partir del Ng atmosférico- 
(Bums y Hardy, 1976).
El cultivo de leguminosas bien en rotacidn de cultivos 
0 como abono en verde, constituye una prâctica tradieional intro^ 
ducida en oposicidn a los monocultivos y como consecuencia del - 
constante incremento de precios de los fertilisantes nitrogena^- 
dos (Dobereiner, 1978).
El balance de nitrdgeno en un suelo bajo leguminosas, es 
influfdo por las prâcticas del cultivo. Asf, en el caso de que -
no sea recogida la cosecha y se incorpore al suelo, la totalidad
del nitrdgeno queda en él, pero aun si la cosecha se recoge el ba 
lance puede resultar positivo, con un pequeno incremento del con_ 
tenido del mismo en el suelo (Tabla 1), muy importante, si consi_ 
deramos lo que ocurre con otros cultivos, como cereales, en los - 
que el suelo, queda desprovisto de nitrdgeno y es preciso aportar 
grandes cantidades de fertilisantes para recomponer el balance de 
este elemento. Los resultados expuestos en la tabla 1, presentan
las ganancias en nitrdgeno,en experiencias de campo realizadas -
en condiciones dptimas, mostrando que estas son prâcticamente —  
iguales en cultivos mixtos de leguminosas y cereales o gramfneas, 
que en cultivos simples de leguminosas. Ademâs, la alfalfa y el
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en cultivo en 4 afios 
(Kg/Ha)
Balance nitrdge^ 
no en suelo en ~ 
4 afios (Kg/Ha)
Fleo pratense 157 45
Bromo 132 43
Fleo + n“ 480 - 47
Bromo + N** 535 - 69
Fleo + Loto 778 823
Bromo + Alfalfa 1169 1169
Loto de cuernecillo 809 876
Alfalfa 1146 1168
3E Pérdida o ganancia de nitrdgeno, teniendo en cuenta el obtenido 
en el cultivo, los cambios en el suelo y el fertilizante aüadido. 
3E3E Se aplicd un total de 695 Kg de nitrdgeno. El resto recibieron 
22 Kg de fertilizante nitrogenado.
loto parecen fijar la misma cantidad de nitrdgeno en ambas si_- 
tuaciones.
Los efectos beneficiosos del cultivo de leguminosas per_ 
sisten durante varios aîios, como demuestra la mejora del rendi_- 
miento de cereales o gramfneas cultivados en terrenos en los - 
que previamente hubo leguminosas (Alexander, 1977).
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1 •4* Problemâtlcia de la evaluacldn dé los efectos de los plagul- 
cidas sobre la microflora del suelo
La evaluacidn del Impacto de los.herbicidas sobre la 
cxoflora del suelo, se présenta complicada ante la multitud de ln_ 
teracclones entre el producto qulmico y este sustrato, asi como - 
ante la diversidad de su microflora y sus actividades.
Existe una lamentable carencia de métodos précisés para 
valorar la contribucidn real y actual de la microflora en las trans- 
formaciones del suelo, tanto como poca claridad ante la eleccidn - 
de parâmetros interesantes, buenos indicadores del daflo potenclal 
de los plaguicidas sobre ella; siendo esencial para la correcta - 
interpretacidn de los efectos producidos por factores extemos en 
un ecosistema, el conocimiento del estado en que se presentan los 
organismos y el modo como actiian en el mismo.
Ante la gran cantidad de plaguicidas existentes y la di_ 
versidad de su composicidn quimica, séria deseable establecer —  
ciertas generalizaciones sobre la interaccidn microorganismo-pla_ 
guicida, sin embargo las establecidas hasta ahora no son firmes, 
encontrândose muchas excepciones ademâs de resultados de dificil 
comparacidn. En general, los efectos de los plaguicidas sobre los 
organismos del suelo, vienen detexminados por cada plaguicida en 
particular, su persistencia y la concentracidn presents, con gran 
influencia de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del sue__ 
lo; siendo, primariamente, los plaguicidas sélectives en sus efec 
tos sobre los distintos microorganismos y sus actividades.
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Ya que un microorganismo coexiste en el suelo con otras 
especies,microbianas o no, séria inexacto presuponer que los re_- 
sultados de estudios sobre especies aisladas, en cultivo puro, pu_ 
dieran ser extrapolados al suelo. En términos générales, los facto 
res fisicoqulmicos incidentes sobre una poblacidn pueden ser enume 
rados, y adn deducidas sus influencias sobre dicha poblacidn; sin 
embargo résulta dificil precisar sus efectos combinados, adn cuan_ 
do se trata de especies individuales, y todavla mâs el evaluar los 
efectos que el cambio de actividad de una especie o poblacidn pub­
liera tener sobre otras.
Otra razdn para considerar lo inadecuado de los estudios 
en cultivo puro para deducir los efectos de los plaguicidas sobre 
la microflora del suelo, se debe en parte a la interaccidn de es_- 
tos productos quimicos y la materia orgânica e inorgânica del sue_ 
lo, pudiendo resultar inaccesibles a los microorganismos o, por el 
contrario, presentar mayor toxicidad en el suelo. Asf los coloides 
del suelo absorben o hidrolizan ciertas sustancias orgânicas con_- 
duciendo, frecuentemente, a una disminucidn de la toxicidad o a 
una menor duracidn del efecto. Ademâs, la presencia de una determi 
nada poblacidn puede, también, alterar la toxicidad de un plaguici 
da sobre otra poblacidn sensible.
Es también necesario destacar que los métodos empleados 
en el estudio de actividades bioldgicas interrelacionadas en el - 
suelo, dejan bastante que desear en cuanto a su utilidad y reprodu 
cibilidad de los resultados, debido al complejo habitat en que tra 
bajan los microbiologos del suelo. En consecuencia, la tendencia
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actual parece dirigida en el sentido de concéder mayor confianza a 
los resultados de estudios en cultivo puro frente a la experi_- 
mentacidn en suelo, pero la dnica solucidn satisfactoria podrfa es 
tar, mas bien, en el uso de ambas altemativas, aunque permanezca 
el interrogante de a cual concéder prioridad.
Los estudios con cultivos puros son de gran valor, tanto 
indicativo del efecto potencial del herbicide en el suelo, como pa 
ra el esclarecimiento de los mecanismos de accidn sobre microorga_ 
nismos concretos. Sin embargo, estos no revelarfan los posibles - 
efectos secundarios o terciarios de la introduccidn de un plagui_ 
cida en el suelo, sobre un determinado tipo de microflora. Desde 
un punto de vista ecoldgico, los efectos en la microflora pueden - 
considerarse debidos, por ejemplo, a la competencia por el Og, nu_ 
trientes, etc. o a efectos de antibiosis, parasitismo o depreda_- 
cidn: asf, en este sentido, la reduccidn en el ndmero o especies 
por la presencia de plaguicidas ha sido, a menudo, atribufda tanto 
a estimulacidn de protozoos, bdellovibrios, bacteriofagos o acti_ 
nofagos, como al efecto directo del compuesto qufmico sobre la es_ 
pecie afectada. También ha sido considerada,a veces, la toxicidad 
de un plaguicida como resultado de su interaccidn con la materia 
orgânica e inorgânica del suelo: liberacidn de âcidos orgânicos - 
tdxicos, o formacidn de clatratos y quelatos.
Otro problema importante es la eleccidn entre el estu 
dio con suelo "in situ" o con suelo "incubado" bajo condiciones - 
controladas en el laboratorio. Concretamente, al estudiar los - 
efectos de herbicidas en un sisteraa "in situ" se hace diffcil la
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comparacldn de los resultados obtenidos en suelos tratados con - 
los de su control, no tratado, el cual conservarfa toda su végéta 
cidn y asf los organismos de su rizosfera* Por otra parte, las - 
parcelas tratadas contendrfan cierta mayor proporcidn de materia 
orgânica, restes de la flora destruida por el herbicida, y por - 
tanto mayor cantidad disponible de posibles nutrientes para la mi 
croflora. La experimentacidn con suelo bajo condiciones controla_ 
das en laboratorio parece ser actualmente mejor aceptada, aunque 
deberîan cuidarse, en especial, las condiciones de temperatura. y 
humedad del suelo.
En resumen, adn existiendo, una extensa y desarrollada, 
aunque insuflciente, metodologfa para el estudio del complejo hab^ 
tat microbioldgico del suelo, son muy recientes los estudios de mi 
crobiologfa ecoldgica, esenciales para poder interpretar los ef00^ 
tos de factores extemos en un ecosistema.
1.5. Efectos de los herbicidas sobre procesos del Ciclo del Nitrd 
geno
1.5.1. Nitrificacidn
1.5.1.1. Aspectos générales de los efectos de los herbicidas en 
la nitrificacidn
Los organismos nitrificantes, estremadamente sensibles 
a los cambios en su habitat, lo son a veces, a la presencia de tra 
zas de muchos productos de aplicacidn agrfcola (Domsch, 1972).
Las mas complétas revisiones, como la de Grossbard —
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(1976) coinciden en senalar la inocuidad general de los herbicidas 
sobre la nitrificacidn a las dosis de aplicacidn de campo, aunque 
los hay que afectan significativamente este proceso a taies dosis, 
como son: PCP, DNOC,dinoseb, TCA, dalapdn y trifluralina (Audus, 
1970), diclorprop (van Schreven y col», 1970) y asulam (Ratnawera, 
1973), aunque dependiendo en todos los casos del tipo de suelo. - 
Sin embargo, los efectos inhibidores a menudo observados en la ni­
trificacidn, se producen a dosis muy superiores a las utilizadas 
en la prâctica agrfcola, incluso con herbicidas considerados tdxi­
cos como los derivados de urea y carbamatos, siendo requeridas al 
menos 50 ppm de producto herbicida en suelo para reducir la forma­
cidn de NO^ (Bartha y col., 1967; Debona y Audus, 1970; Grossbard 
y Marsh, 1974; Domsch y Paul, 1974).
La recuperacidn de la actividad nitrificante o de la po­
blacidn responsable del proceso es, en general, bastante râpida y 
compléta después de la desaparicidn del herbicida. Ademâs de pre- 
sentarse adquisicidn de tolerancia, como parece ocurrir con deri­
vados dorados alifâticos, carbamatos y sus homdlogos (Otten y - 
col., 1957; Teater y col., 1958) considerados persistantes mas a- 
llâ de la duracidn de las experiencias.
La mayorfa de los trabajos no distinguen efectos sobre 
las etapas de la nitrificacidn, pero con los datos de que se dis­
pone se ha considerado a menudo que los herbicidas inhiben mas fve 
cuentemente la oxidacidn de NH^ que la de NO^ (Grossbard, 1976).
Sin embargo, Domsch y Paul (1974) entre los 35 herbicidas ensaya- 
dos, encuentran que la oxidacidn de NO^ presentd mayor sensibili­
dad, lo que fue también observado con dinoseb,linurdn (Sommer,1970)
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y simazina (Gaur y Misra, 1977). Caseley y Luckwill (1965) tam_- 
bién obtuvieron mayor sensibilidad de Nitrobacter a varios herbi_- 
cidas. En los dltimos afios son frecuentes las referencias de inhi_ 
bicidnde nitratantes(Dubey, 1969; Corke y Thompson,1970;Ratnawera,
1973) cuando se utilizan técnicas de percblacidn, resultados que no 
estah de acuerdo con los de Grossbard y March (1974) que trabaja_- 
ron con suelos incubados. La observacidn de acumulacidn de NO^ en 
suelos estructuralmente alterados parece ocurrir con ffecuenciaa d£ 
sis relativamente bajas (Grossbard, 1976).
La nitrificacidn ha sido estudiada sobre todo "in situ" 
y considerando solo el nitrato final formado. A pesar de la acumu_ 
lacidn de datos en este sentido, cada vez se hacen mâs dificultoi­
sas las generalizaciones de los efectos de productos herbicidas u 
otros productos sobre este proceso ante la cantidad de resultados 
aparentemente contradictorios. Sin embargo, es un proceso que pue_ 
de ser cuantificado con cierta precisidn, por los métodos analiti__ 
cos dtiles de que se dispone.
El tipo de suelo, con sus caracteristicas fisicoquimicas 
y bioldgicas puede ser determinants del efecto sobre la nitrifica_ 
cidn, especialmente, porque es un proceso muy afectado por las al_ 
teraciones del ambiente con algunos factores de mâxima importan_- 
cia. Asi se hace especial hincapie en la influencia del pH: —
Domsch y Paul (1974), en experiencias con 35 herbicidas y compa_- 
rando con modèles matemâticos, obtuvieron mayor inhibicidn a pH me 
nor de 7. Por el contrario. Smith y Weevaratna (1974) observaron - 
retardo de la nitrificacidn en suelos alcalinos y estimulo en —
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suelos âcidos por simazina e ioxinil, sugiriendo la implicacidn de 
heterotrofos en la nitrificacidn.
La respuesta puede depender también del suplemento de - 
iones NE^ o del sustrato nitrificable : asf el enriquecimiento con 
NH^ antes del tratamiento con herbicida puede modificar sus efec_- 
tos. Van Schreven y col» ( 1970): mostraron que dalapon, mecoprop y 
diclorprop, en suelos enriquecidos con NH^, causaron acumulacidn - 
de NO2 frente a sdlo ligeras reducciones de la nitrificacidn obte__ 
nidas en suelo no suplementado» Vlassak (1973) apunta la dependen_ 
cia de la respuesta con el sustrato oxidable, siendo la oxidacidn 
de S0^(NH^ )2 aparentemente mâs sensible que la nitrificacidn a - 
partir de urea» Sin embargo, Vlassak y Livens (1975) obtienen inde 
pendencia del sustrato»
Se ha sugerido que los suelos tienen una inherente capa_ 
cidad nitrificante y los que presentan alta capacidad son menos - 
inhibidos que los de baja capacidad (Dubey y Rodriguez, 1970; 
Domsch y Paul 1974).
Los productos résultantes de la degradacidn de los herbi 
cidas pueden diferencialmente afectar la nitrificacidn, como por - 
ejemplo ocurre con los herbicidas fenilamfdicos (Corke y Thompson 
1970), siendo asi conveniente prestar atencidn a la degradacidn de 
estos compuestos en el suelo, durante el periodo de ensayo.
Otra posibilidad es que el descenso de NO^, résultante - 
de un tratamiento herbicida, podria ser debido a efectos en el —
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prooeso de deanltrlficaoidn, pero esto ha sido considerado por ouy 
pocos Investigadores* Por elle recurrlremoa al ejemplo de fimglcl_ 
das: segdn Salve (1974) la aplioacidn de henomllo y fentin condu^* 
clan a incrementos aimilares en les nlvelea de NO^ pero alterando 
proceaoa diattntoa* Aal el primero parece eatimolar la oxidacl6n — 
de NOg a NO^,mientraa el segundo parece diaminuir el grado de des 
nitrlficacidn.
El estudio con suelo "in vitro" segdn técnicas de incuba 
cidn y percolacidn ha sido tratado con cierta freouencia# La dia_-^ 
tincidn de los efectos producidos en el crecimiento de los nitrifjL 
cantes o en su actividad fue abordada por Debona y Audus (1970), - 
mediante técnicas de percolacidn, comparemdo laa respuestas de su£ 
los frescos frente a las de suelos con velocidad de nitrificacidn 
constante, donde el factor proliferacidn casi no cuenta. De esta - 
manera, se ha observado que la actividad y el crecimiento de los - 
quimioautotrofos nitrificantes pueden ser afectados independiente_ 
mente (Quastel y Scholefield, 1951» Debona y Audus, 1970).
Son muy pocos los autores que abordan estudios sobre cul 
tivos puros de quimioautotrofos nitrificantes. Caseley y Luckwill
(1965) citan mayor sensibilidad de Nitrobacter agilis que Nitroso 
monas europaea a varies herbicides derivados de urea y atrazinas. 
Del dltimo grupo, la simazina (6 ppm) inhibid N.agilis pero no - 
N.europaea (Parmery Renoit 1965), sin embargo Kulinska (1967) no - 
encontrd efecto a 100 ppm de este herbicide, concentraclon inhibito 
ria de la nitrificacidn segün Torstensson (1974). Estas diferencias 
pudieran ser debidas a distintas cepas bajo ensayo, Winely y San
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Clemente (1971) usando extractos libres de células de N.agilis 
demostraron el desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa por - 
carbamatos, CIPC y eptam, habiendo puesto de manifiesto la inhibi_ 
cidn de la actividad de Nitrobacter sp. en un trabajo anterior - 
(Winely y San Clemente, 1970). Los fenoles dorados presentan mode 
rada toxicidad en los organismos nitrificantes, siendo requeridas 
concentraciones de 200-1000 ppm de DNOC para inhibir N.europaea - 
en cultivo puro (Jensen y Petersen, 1952), en contraste con la do_ 
sis de 25 ppm inhibitoria de la nitrificacidn en suelo, efecto que 
duré mientras estuvo presents el herbicida (Douros, 1956).
1.5.1.2, Efectos de herbicidas hormonales en la nitrificacidn
Los herbicidas hormonales no parecen afectar,o solo tran 
sitorlamente,la nitrificacidn, aplicados al suelo a dosis préximas 
a las de uso agricola, aunque esta conclusion esta basada en una - 
mayorla de trabajos realizados ”in situ", habiéndose obtenido re_- 
sultados muy diverses para el mismo herbicida, quizâ debido a la - 
variedad de suelos y condiciones expérimentales. Por otra parte, a 
pesar de la ausencia de otro tipo de ensayos, con la mayor parte - 
de los herbicidas de este grupo, los existentes apuntan a conside_ 
rar escasa su actividad sobre los nitrificantes: 2,4-D y MCPA no tu_- 
vieron efecto en especies nitrificantes en cultivo puro (Chundero^ 
va y Zubets, 1970; Ratnayake y Audusr 1978) ni en suelos en perco_ 
laciOn bajo condiciones controladas. MCPA y 2,4,5-T inhibieron la 
nitrificaciOn solo transitoriamente y a altas dosis (100 ppm). Asi 
mismo, los derivados benzoicos, 2,3,6-TBA, dicamba y tricamba pre_ 
sentaron s6lo ligera variacidn de algunos parâmetros de la
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nitrificacidn tanto de suelo en percolacidn como de cultivos puros 
de especies tipo (Ratnayake y Audus, 1978).
Entre los fenoxiacidos el 2,4-D ha sido muy estudiado a 
dosis prdximas a las de uso agricola^ mostrando diversos efectos# 
Asi, la estimulacidn de la actividad nitrificante fue referida por 
Tyagny-Ryadno (1967), Fisyunov (1969), Boiko y col. (1969) y —  
Deshmukh y Shrikhande (1975) en suelos diversos, entre los que se 
encuentran algunos de pH âcido (5,3), asi como de la densidad de - 
poblacidn nitrificante (Abueva, 1970) en un demo-podzol. Las ref£ 
rencias al retardo de la nitrificacidn por 2,4-D o su ester son tarn 
bién frecuentes (Kudzin y col., 1973; Abueva y Bagaev, 1975), a la 
vez que diversos autores no encuentran ningün efecto a tales bajas 
dosis (Teater y col., 1958; Liederman y col., 1971; Kudzin y col., 
1973; Deshmukh y Shrikhande, 1974), incluso, después de repetidas 
aplicaciones (Chunderova y col., 1971). En otros trabajos se refie 
re, en el mismo suelo, ausencia de efecto o retardo de la nitrifica 
cidn dependiente de la dosis de herbicida para 2,4-D y también con 
2,4,5-T (Teater y col., 1958; Singh,1971 ; Torstensson, 1974). Con 
otros herbicidas derivados del acido fenoxiacético-, como MCPA, se
obtuvieron parecidos resultados. Segun Hauke-Pacewiczowa y Krolowa, 
(1968) y Grossbard (1971) no afectd la nitrificacidn a las dosis -
de ensayo (5 ppm), pero aplicaciones menores condujeron a la re_-
duccidn de la poblacidn nitrificante 0 a disminucidn de su activi_
dad (De y Mukhopadhyay, 1971; Hauke-Pacewiczowa, 1971 y Hoffman-Ka
kol y Kwarta, 1972). Mezclas de MCPA y el fenoxibutirico MCPB tam_
bién tuvieron efecto negative, después de repetidas aplicaciones,
aunque la nitrificacidn no fue afectada por estos productos por -
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separado (Chunderova y col., 1971).
2,4-DES y 2,4-DEP fueron estimulantes a bajas dosis, —  
aunque a partir de 10 y 30 ppm respectivamente redujeron la nitri_ 
ficacidn (Zavarin,. 1966).
Los fenoxipropidnicos, diclorprop y mecoprop, redujeron 
la actividad nitrificante en razdn creciente a la dosis (van Sch _ 
reven y col., 1970) y el fenoxibutirico, 2,4-DB,presentd inhibi_- 
cidn a 1,5 ppm, pero dosis menores no tuvieron efecto aiîn después 
de repetidas aplicaciones (Chunderova y col., 1971).
De los derivados benzoicos, dicamba inhibid la nitrifica 
ci6n en un suelo demo-podzol franco (Bezuglov y col., 1973), pro_ 
duciendo el mismo efecto 2,3,6-TBA en un suelo pardo (Chandra, 
1964).
Los Organismos nitrificantes podrian adquirir tolerancia 
frente a los herbicidas hormonales, segdn fue sugerido por SIepe_ 
cky y Beck (1950) y Pearce (1958) al obtener la desaparicidn de la 
inhibicidn inicial por 2,4-D, después de percolacion continua. Lo 
mismo sugieren Debona y Audus (1970) en el caso de 2,3,6-TBA y 
picloram. Una segunda aplicacién en suelo de 2,3,6-TBA o 2,4-DB -
produjo menor inhibiciôn que la inicialmente obtenida (Chandra, 
1964).
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1.5.2# Pljacidn de Np en la almblosls Rhizoblum-legumlnoaa
1.5.2.1. Aapectoa générales de la accldn de herbicidas en la sim 
biosis Rhizobium-leguminoaa
Es évidente que se trata del estudio de una situacidn - 
compleja que implica los posibles efectos en dos organismos muy di 
ferentes y/o su interaccidn. En la simbiosis Rhizobium-leguminosa 
son aspectos fundamentales la capacidad de infeccidn de los rizo_- 
bios y la fijacidn efectiva de Ng, pudlendo los herbicidas alterar 
estes procesos tanto a nivel de la bacteria como de la planta hués 
ped o de su simbiosis.
Los efectos sobre Rhizobium spp. "in vitro" son de inte_ 
rés como indicadores del efecto potencial sobre la poblacidn de - 
Rhizobium en vida libre en el suelo: la posible alteracidn, transi 
toria o no, de procesos bioquimicos en la bacteria podrian condu_- 
cir a defectos en la infeccidn de la planta huésped o en la fija_- 
cidn de Ng. Por otra parte, cambios genéticos considerados, en es_ 
pecial, cuando se trata de exposicidn prolongada al herbicida, co_ 
mo es el caso de compuestos persistantes, podrian modificar aspec_ 
tos como la resistencia de los rizobios a fagos, antibidticos —  
etc., peligrando asi su supervivencia en el suelo.
Los efectos sobre la planta huésped, tratândose concre_- 
tamente de herbicidas, son probables y décisives: Grossbard (1970) 
encontrd que R. trifolii. pretratado con 50 ppm de asulam no afec_ 
té la nodulacién ni la efectividad siempre que de sus células hu_- 
bieran sido eliminados los residues del herbicida. Asimismo, la -
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resistencia a TCA y dalapon fue mayor en R.leguminosarum que en su 
planta huésped, Plsum sativum (Sud y col., 1973). En general, la - 
dosis de herbicida requerida para inhibir la nodulacién, reducir - 
el peso seco o el nitrégeno total en las leguminosas es muy peque^ 
ha (PIetcher y col., 1957; Garefa y Jordan, 1969; Hauke ^ Pacewicz^ 
owa, 1970), mientras que concentraciones mayores del mismo herbici 
da son requeridas para inhibir el crecimiento de los rizobios, pu_ 
diéndose afirmar que, en muchos casos, el efecto ültimo en el cre_ 
cimiento de la planta es debido mâs a la accién téxica sobre el 
huésped que sobre la bacteria. Asi ocurre con el 2,4-D, 2,4,5-T
MCPAyparaquat (Pletcher y col., 1956 y 1957; Nilsson, 1957;  --
Mickovski, 1966 ) y linurén,incluso tratandose de un herbicida --
como el dltimo que afecta sensiblemente ail Rhizobium (Grossbard, - 
1975). También trifluralinay carbetamida redujeron la nodulacién y 
nitrégeno fijado en trébol y loto, posiblemente por efecto sobre - 
la planta (Brock, 1972).
Por otra parte, los efectos,ocasionalmente estimulanteso 
nulos,causados por triazinas en la nodulacién de haba y altramuz - 
(Kaiser y col., 1970) junto a una nula toxicidad obtenida para —  
los rizobios en cultivo puro (Kaszubiak, 1966) sugieren que el 
efecto primario de estos herbicidas es sobre la planta.
Sin embargo se presentan casos de mayor tolerancia por - 
parte de la planta huésped que por parte de la bacteria; Vlassak 
(1975) refiere la especifioa inhibicién de la fijacién de Ng por - 
dinoseb en la nitrogenasa del Rizobium y Makawi y col., (1971) ob__ 
servaron que simazina reduce el nümero de nédulos formados en —
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Phaaeolua vulgaris proparcionalmente a la dosis, a la vez que cre_ 
ce la toxicidad en la bacteria nodular.
1.5.2.2. Aspectos genezrales de la accidn de herbicidas en Rhizo
Bnla bibliograffa se encuentran recopilaciones mâs o me_- 
nos amplias de los trabajos sobre los efectos de herbicidas en - 
Rhizobium (Audus, 1964, Grossbard, 1976; Anderson, 1978).
Rhizobium spp. es un género de resistencia relativamente 
grande a los herbicidas, y asi en vida libre (in vitro o en el sue 
lo) es, en general, poco o nada afectado a dosis de uso agricola. 
Kecskes(1972) encuentra que de 104 herbicidas sdlo seis inhiben el 
5096 de las cepas ensayadas, pertenecientes a seis especies de —  
Rhizobium.
Se présenta una clara selectividad en las respuestas de 
las rizobios frente a ciertos herbicidas a nivel no sdlo de espe_- 
cie sino también de cepa. Kapusta y Rouwenhorst (1973) encontraron 
diferencias de sensibilidad al clorprofam en las seis cepas de - 
R.japonicum ensayadas.
La tolerancia se ha referido, a veces, dependiente de - 
las condiciones y medio de cultivo, resultando influenciada por el 
pH (Kaszubiak, 1966; Balicka, 1969) u otros factores: por ejemplo, 
asulam fue mâs tdxico para Rhizobium en medios déficientes en —
p .
Ca (Grossbard, 1970). La posible interaccidn entre el polisacâri
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2+do formado por el Rhizobium y el Ca del medio, pudiera influir -
en la sensibilidad a este herbicida (Grossbard, 1975). El efecto
de 2,4-D en la respiracidn de R.meliloti fue dependiente de Mg 
(Johnson y Colmer, 1957). En algunos casos la toxicidad varia con
las condiciones fisioldgicas de las células : el 2r4-DB cuando s^: 
ahadid a células en fase logaritmica de crecimiento no se vid afejc 
tado el Rhizobium pero si se afectd si se ahadia a células en fase 
de latencia (Jordan y Garcia, 1969).
A menudo, se ha encontrado mayor tolerancia por parte de 
los rizobios de crecimiento rdpido, R.trifolii. R.leguminosarum y 
R.meliloti. frente a los de crecimiento lento, R.lupini y R.japoni 
cum, en.ensayos con fenoxiherbicidas, derivados de urea y dinitro_ 
fenoles (Jensen y Petersen, 1952; Kaszubiak 1966,1968a). También 
pyrazonay DNOC, herbicidas de los mas tdxicos para las anteriores- 
especies de crecimiento râpido (Jensen, 1969), presentaron en del­
tas segdn Grossbard (1970) Inhibicidn desde 1000 ppm, mientras 
R.lupini y R. japonicum fueron inhibidos de 100 a.500 ppm (Kaszubiak,
1968aj.Ante las diferencias encontradas por diversos autores en el 
grado de sensibilidad de cepas de la misma especie de Rhizobium. - 
se podria generalizar que la susceptibilidad de los rizobios fren_ 
te a los herbicidas depends mâs de la cepa que de la especie 7inti_- 
kova y col., 1965r Makawi y Abde 1-Ghaffar. 1970). Bn-apoyo de esta
afimaciôn pueden invocarse los resultados obtenidos por Kaszubiak
(1966) en los cuales cepas con velocidades de crecimiento mayores 
presentaron mayor tolerancia frente a los herbicidas ensayados, pe 
ro aün entre estas cepas de crecimiento râpido, R.meliloti. R.legu 
minosarum. R.phaseoli y R.trifolii, se observé una amplia escala -
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de dosis inhibidoras desde 5 a 300 ppm para un mismo herbicida 
{Mickovski, 1966).
En la bibliograf£a se cita la inversién de efectos para - 
una misma cepa dependiente de la dosis de herbicida: por ejemplo» 
dinoseb résulté ser estimulante de la respiracién de Rhizobium has 
ta dosis de 50 ppm pero ya a 70 ppm la inhibié completamente, mien 
tras el conteo de viables fué significativamente reducido desde - 
2 ppm (Grossbard, 1975).
En términos générales se présenta toxicidad variable y - 
dependiente de la estructura qufmica del compuesto herbicida, aun^ 
que a menudo, también especifioa para ciertos compuestos muy simi_ 
lares. Asi, las triazinas y derivados halogenados alifâticos no - 
fueron téxicos y si los carbamatos, derivados de urea y dinitrofe_ 
noies, estando en este âltimo grupo algunos de los herbicidas mâs 
téxicos de los encontrados para Rhizobium (Garcia y Jordan, 1969; 
Kaszubiak, 1966, 1968a, 1968b; Jensen, 1969; Grossbard, 1975).
Se encuentran algunos trabajos sobre efectos mutagénicos 
0 de seleccién de mutantes, causados por herbicidas de muy diferen 
te estructura quimica. Pero en general la tolerancia de Rhizobium 
a los herbicidas parece ser mâs frecuentemente debida a 1» adapta 
cién fisiolégica de la bacteria (Jensen y Petersen, 1952; Kasubiak 
1966). Sin embargo, en ocasiones se présenta incapacidad de los ri 
zobios para adaptarse a dosis subletales de herbicida, como se ob__ 
servé con algunos derivados de urea y dinitrofenoles (Kaszubiak, 
1968a; 1968b), que por otra parte ejercen accién mutagénica, como 
se observé entre la poblaciôn superviviente a dosis bactericidas
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de afalon; y presentan toxicidad selectiva sobre ciertos mutan^- 
tes de Rhizobium. Gillberg (1971) seleccioné mutantes de Rhizobium 
résistantes a altas dosis de dinoseb y MCPA que conservaron e, in^ 
cluso, aumentaron la fijacién de Ng en simbiosis con la legumino^- 
sa. Dosis de 500 y 1000 ppm de dinoseb y paraquat fueron mutagéni^ 
cas para Rhizobium y 100 ppm, dosis también mutagénica, fue tolerada 
igualmente por los rizobios procedentes de suelos tratados y no - 
tratados (Namdeo y Dube, 1973). Otros efectos mutagénicos o de se_ 
leccién de mutantes se han investigado después de la exposicién de 
los rizobios al herbicida durante largos periodos de tiempo, estu_ 
diândose, entre otros, las consecuencias en su infectividad y efec 
tividad en la fijacién de Ng: en estas condiciones la atrazina no 
afectd el crecimiento de trébol siempre que hubiese sido eliminada 
del indculo, sin embargo cambios genéticos adversos parecen produ_ 
cirse con linuron (Grossbard, 1970, 1975).
1.5.2.3. Efectos de herbicidas hormonales en Rhizobium spp. y su 
simbiosis con leguminosas
El particular interés surgido, en cuanto a los efectos - 
de los herbicidas hormonales sobre Rhizobium spp., se debe al he_- 
cho de que lAA (âcido 3-indolacâtico) es excretado al medio de - 
cultivo en considerable cantidad por cepas efactivas, asi como por 
la posible implicacidn de dicha auxina en la infeccidn de la raiz 
de la leguminosa (Libbenga y Bogers, 1974).
En estudios "in vitro" la adicidn de lAA produjo 1atenr­
ôla en la iniciacidn del crecimiento de Rhizobium, sin efecto en
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la divisidn exponencial de las células, y dependiente de la rela_- 
cidn lAA/ndmero de bacterias (Dullaart y col., 1971). Sin embargo, 
el âcido giberélico no afectd directamente el crecimiento en las 
cepas estudiadas, tres de R.trifolii y una de R.meliloti (Pletcher 
y col., 1 9 5 9 ).
Los herbicidas hormonales tipo auxina no afectan los ri_ 
zobios a dosis de campo, siendo en general, tdxicos sdlo a concen_ 
traciones muy superiores a las toleradas por la planta huésped —  
(Pletcher y col., 1958). Se présenta muy a menudo, una amplia esca 
la de dosis tdxicas para la misma especie de Rhizobium y détermina 
do compuesto herbicida, segdn un significative ndmero de trabajos 
realizados por distintos autores. Pero la valoracidn y comparacidn 
de estos resultados expérimentales se hace dificil debido a que - 
los métodos de determinacidn de toxicidades estân basados en la me 
dida de halos de inhibicidn o implican la adicidn de sustancias - 
solventes, no inocuas, as£ como por la variabilidad de tiempos y - 
condiciones de incubacidn. A pesar de todo se tiende a considerar 
que la sensibilidad es dependiente mâs de la cepa que de la espe_- 
cie de Rhizobium (Audus, 1964; Makawi y Abdel Ghaffar, 1970; -
Grossbard, 1970). Asi para los fenoxiherbicidas 2,4-D, MCPA, MCPB,
2,4-DB y 2,4,5-T las dosis inhibitorias oscilan entre 50-4000 ppm, 
100-3000 ppm y 400-8000 ppm para R.trifolii, R.lupini y R.legumi - 
nosarum respectivamente. La mejor ilustracidn de la diversidad de to­
xicidades inter e intraespecificas se refleja en los datos referen 
tes al 2,4-D, herbicida muy estudiado: este compuesto retrasd el 
crecimiento de R.leguminosarum a 50 ppm, mientras dosis cinco ~
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veces mayo re s fueron requeridas para R.meliloti y R. .japonicum - 
(Gaur y Misra, 1972). También Krasil^nikov (1967) cita tolerancias 
de algunos rizobios a 300 ppm. Segdn Mickovski (1966) 2,4-D y tam_ 
bién MCPA y MCPB presentaron un amplio rango de dosis tdxicas, do 
5-500 ppm en las especiee der'cfecimiento râpido, R.meliloti, R.le 
jBTuminosarum. R.phaseoli y R. trifolii.
La supresidn temporal del crecimiento de rizobios de Lo 
tus comiculatus por 2,4-DB se did desde 50 ppm y la inhibicidn - 
compléta desde 500 ppm (Jordan y Garcia, 1969), resultando inocuo 
en 17 cepas de R.meliloti a dosis de 3 mg/disco (Camugli y G.BtGhart
1974). El 2,4,5-T produjo inhibicidn proporcional a la dosis desde 
200 ppm, siendo total a 1000 ppm (Jordan y Garcia, 1969).
A pesar de la incertidumbre que da el disponer de pocos 
datos, parece que el efecto de los âcidos fenoxiacéticos o sus és_ 
teres no difiere esenoialmente del de los fenoxibutiricos (Alexan_ 
der, 1958), aunque los primeros se mostraron ligeramente mas tdxi_ 
cos para Rhizobium (Pletcher, 1956, 1957)* Ademâs, se ha referido 
que los fenoxibutiricos presentan mayor toxicidad en cepas de cre^ 
cimiento râpido (Kaszubiak, 1966). Se ha citado,también,que la in__ 
troduccidn de haldgenos aumenta la toxicidad de los fenoxiherbici^ 
das (Pletcher y col., 1956).
Los rizobios parecen presenter capacidad de adaptacidn a 
concentraciones inhibitorias de algunos fenoxiherbicidas (2,4-D, 
MCPA, MCPB, 2,4-DB), pero no de otros (2,4,5-T) (Pletcher y 
Raymond, 1956). La tolerancia de este género a los herbicidas —
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hormonales es en general, una adaptacién fisiolégica, como se ha - 
demostrado para el 2,4-DB (Jordan y Garcia, 1969), pero también - 
puede ser consecuencia de la seleccién de mutantes. Asi Gillberg 
(1 9 7 1 ) aislé mutantes resistentes a MCPA los cuales, en simbiosis 
con la leguminosa, mostraron, incluso, estimulada su capacidad fi_ 
jadora de Ng.
Los herbicidas hormonales causan dahos en las legumino_- 
sas, en general, a dosis relativamente muy inferiores a las toléra 
das por Rhizobium. Incluso aplicaciones a dosis de uso agricola - 
pueden afectar la nodulacién y crecimiento de la planta, por un - 
efecto téxico sobre la misma, induciendo entre otros efectos, alte 
raciones en la raiz. Asi ocurre con 2,4-D, 2,4,5-T, MCPA y MCPB en 
trébol (Pletcher y col., 1957), con MCPA en alfalfa (Nilsson, 1957) 
y 2,4-DB en lotos (Garcia y Jordan, 1969) y trébol (Peters y Ben - 
Zbiba, 1 9 7 9 ). Sin embargo, se ha comprobado reduccién de nodula_- 
cién 3in efectos sobre la raiz por 2,4-D en Phaseolus vulgaris 
(Anderson y Baker, 1950) y por MCPB en trébol blanc0 (Pletchery col. 
1956). Muy bajas concentraciones de 2,4-D y MCPA, sin efecto en el 
crecimiento de la planta, ni en la nodulacién, redujeron el nitré_ 
geno fijado. Hauke - Pacewiczowa (1969), obtuvieron reduccién de 
la nodulacién por MCPB y no por 2,4-D y MCPA, en el mismo suelo.
Por el contrario, 2,4-D y MCPA aplicados a alfalfa redujeron tanto 
su nodulacién como eficiencia (Mickovski, 1966); incluso a dosis - 
tan bajas como 0,1 ppm fueron afectados alfalfa, guisante y trébol 
blanco (Torstensson, 1975). 2,4-DB no tuvo efecto en la nodulacién 
y rendimiento de alfalfa (Pletcher y col., 1957), pero si afecté -
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severamente la nodulacién de Lotus comiculatus (Garcia y Jordan,
1 9 6 9 ). Oloramben en cultivos de soja produjo efectos ligeramente - 
téxicos en algunos casos, pero en otros présenté estimulacién de - 
la nodulacién (Avrov y col., 1968). La toxicidad en soja también - 
fué citada por Dunigan y col., (1970).
Hay pocos trabajos referentes a la supervivencia de los 
rizobios en el suelo en presencia de herbicidas. En este sentido, 
Jensen (1969) no vié ningiin efecto por parte del 2,4-D y MCPA.
1.6. Efectos de herbicidas piridinicos tipo auxina en el Ciclo del 
Nitrégeno
1.6.1. Antecedentes bibliogrâficos de la accién de herbicidas deri 
vados de piridina en la nitrificacién
El picloram es el dnico herbicida de este tipo estudiado 
en cuanto a su efecto sobre la nitrificacién. Prâcticamente todos 
los trabajos se han realizado en suelos "in situ" o en suelos incu 
bados en laboratorio, determinando ünicamente los niveles de NO^ 
alcanzados después de un cierto tiempo de contacte con el herbici_ 
da; presentândose una gran diversidad de resultados que no permi^— 
ten, por ahora, establecer conclusiones sobre su accién en el pro_ 
ceso de nitrificacién.
Asi a dosis bajas de aplicacién (2 ppm) de picloram - 
Dubey (1969) encuentra ya inhibicién significativa de la nitrifi_ 
cacién en las 8 sémanas del ensayo en dos de los tres suelos incu_ 
bados en laboratorio, inhibicién que fué total a 100 ppm. Sin —
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embargo, Grover (1972) a dosis de hasta 1 ppm y Thomeburg y Twee­
dy (1973) de hasta 12 ppm no observaron reduccién del NO^ for­
mado y Goring y col. (1967) refieren solo el 50% de inhibicién de 
la nitrificacién a la al ta dosis de 1000 ppm y ninguna a 100 ppm.
Otros autores, en experiencias realizadas "in situ" en - 
diferentes suelos y a bajas dosis de aplicacién, refieren ausencia 
de efecto (van Schreven y col., 1970) o disminucién de la nitrifi_ 
cacién (Bezuglov y col., 1973), asi como incremento de la pobla_- 
cién nitrificante (Goguadze y col., 1972).
Solamente el trabajo de Debona y Audus (1970) estudia, 
entre otros muchos herbicidas, el efecto del picloram sobre la ni_ 
trificacién de suelo por técnicas de percolacién. El autor lo si_- 
tûa entre los de baja poténcia inhibidora. Por otra parte, es el 
dnico trabajo que aporta alguna luz sobre la posible forma de res_ 
puesta de la poblacién nitrificante a la presencia del herbicida.
1.6.2. Antecedentes bibliogrâficos de la accién de herbicidas deri 
vados de piridina en Rhizobium spp. y su simbiosis con legu 
minosas
Pràcticamente no se encuentran en la literature revisada 
estudios sobre los efectos de compuestos derivados de piridina so_ 
bre la simbiosis Rhizobium-leguminosa. a excepcién de los citados 
a continuasién, referentes a la accién sobre Rhizobium spp.
Camugli y Gémez Etchart (1974)estudiaron la sensibilidad
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de 17 cepas de R.meliloti al picloram, observando inhibicidn gene_ 
ral en la especie sdlo a las dosis mas altas de ensayo. Âdemâs - 
tres de las cepas fueron estimuladas a concentracidn variable. En 
comparacidn, el 2,4-DB, herbieida hormonal incluido también en es_ 
te trabajo,no afectd a ninguna de las cepas a las mismas dosis.
Los ensayos realizados por estos autores consistieron en la obser_ 
vacidn de halos de inhibicidn alrededor de discos impregnados con 
el herbicida.
La tolerancia de una cepa de R.phaseoli a 1000 ppm de - 
picloram fue referida por Goring y col. (1967).
1.7. Ob.jetivo de la presente tesis
Se ha abordado el estudio de los efectos de dos herbici^ 
das estructuralmente relacionados (derivados de piridina), piclq_- 
ram y 3,6-D, sobre dos procesos microbioldgicos del suelo: la Ni_- 
trificacidn y la Pijacidn Bioldgica de Nitrdgeno en la simbiosis 
Rhizobium-leguminosa. Ambos procesos tienen importancia fundamen_- 
tal desde el punto de vista de la fertilidad del suelo y en el re^ 
ciclado global del nitrdgeno en la naturaleza.
Teniendo en cuenta que la nitrificacién es llevada a ca^ 
bo, principalmente, por microorganismos autotrofos, considerados - 
dentro de la variada flora microbiana del suelo como de los mâs - 
sensibles a las alteraciones de su habitat, incluida cualquier dis 
torsién del equilibrio bioldgico, se ha considerado el estudio de 
los efectos de compuestos quimicos aplicados al suelo sobre el
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proceso de nitrificacién, como indicador del posible efecto dele^  
téreo de los mismos en el conjunto de la comunidad microbiolégica 
que sustenta dicho suelo.
Los dos compuestos objeto de estudio son herbicidas de 
gran potencia y modo de accién semejante en el vegetal, siendo su 
diferencia fundamental la susceptibilidad al ataque microbiano.
El estudio de los efectos en la nitrificacién se ha rea 
lizado tanto en suelo "in vitro", bajo condiciones controladas de 
laboratorio, como en cultivo puro de las especies autotrofas mâs 
comunes responsables del proceso. Los dos tipos de estudios son 
vâlidos y complementarios ante el doble hecho de la gran sensib^ 
lidad de los autotrofos nitrificantes a las alteraciones en su - 
microhâbitat y la similitud fisiolégica de dichos autotrofos jun 
to a una amplia distribucién de sus especies tipo en los distin­
tos suelos.
El estudio de los efectos de los herbicidas en la sim­
biosis Rhizobium-1eguminosa se ha centrado en ensayos en cultivo 
puro y orientados bajo un doble aspecto:
- Accién ejercida en cepas de Rhizobium de varies gru- 
pos fisiolégicos, como indicativo del efecto potencial de la pire 
sencia de herbicida en la bacteria en vida libre; asi como contri 
bucién al esclarecimiento del modo de accién de estos compuestos 
sobre este grupo microbiano y la respuesta del mismo.
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- Efecto producido por los herbicidas en Rhizobium en - 
relacién con su capacidad de infeccidn y efectividad fijadora de 
nitrdgeno en simbiosis con la leguminosa, evaluando esta lîltima m^ 
diante la determinacidn de la actividad nitrogenasa de los nddu_- 
los.
Nota: El nombre quimico de los compuestos plaguicidas que aparecen 
en este apartado y siguientes se da en el apéndice 3.
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2. M A T E R I A L  Y M E T O D O S
2.1. Ensayoa sobre nitrificacién
2.1.1. Cepas
Las cepas objeto de estudio en cultivo puro fueron Nitro 
somonas europaea, ATCC 19718 y Nitrobacter agilis, ATCC 14123.
Las cepas se conservaron a 4^C en cultivo llquido. N. eu­
ropaea en el medio de Skinner y Wcü-ker (1961) (apéndice 1.4.) y -
N. agilis en el recomendado por la ATCC (apéndice 1.5.).
2.1.2. Suelo
Las mue stras se t omar on de un suelo in cul to de vega dê.\-*
la finca de experimentacidn "El Encin" del Institute Nacional de -
Investigaciones Agrarias, situada en el término municipal de Alca- 
lâ de Henares (Madrid).
Las principales caracterlsticas de este suelo,segdn el 











Bases de cambio: Ca^^ 16,2 meq/100 g
Mg'*"** 0,6 meq/100 g
K"** 0,6 meq/100 g
Na^ 0,1 meq/lOO g
Capacidad idnica de cambio total 17,5 meq/100 g
Capacidad de campo 21%
Preparacidn del suelo
Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad 
entre 0 y 25 cm. Se dejaron secar al aire, siendo luego pasadas - 
por tamices de 13 y 2 mm para utilizar la fraccidn intermedia obte
ni da.
2.1.3. Herbicidas
Los herbicidas estudiados fueron: picloram (âcido 4-ami . 
no-3,5,6-tricloropicol£nico) y 3,6-D (âcido 3,6-dicloropicollnico) 
suministrados por la Dow Chemical Company de Madrid.
Cuando se tratd de estudios en cultivo puro ambos com_- 
puestos se aplicaron en la mayorfa de los ensayos, salvo indica_- 
cidn contraria, bajo la forma de producto técnico, con grados de 
pureza del 99% y 99,3% en producto âcido, para picloram y 3,6-D 
respectivamente. En los ensayos con suelo fueron utilizadas las - 
formulaciones comerciales: Tordon 22K (sal potâsica de picloram;
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con un 25% de riqueza en producto actlvo) y Lontrel 300 (sal de ^
monoetanolamina de 3,6-D, con un 33% en producto actlvo).
Las dosis ensayadas estân referldas a producto âcido pu_ 
ro, siendo distintas para cada herbicida e incluldas en cada caso 









Punto de fusidn 





6,16 X 10'^mm Hg a 35®C 
430 ppm a 35°C en agua, 
1,98% en acetona,
0,55% en isopropanol y 







Punto de fusidn 
Presidn de vapor 
Solubilidad
Sdlido cristalino blanco 
192
151-152°C
1,2 X 10"^ mm Hg a 25°C 
1000 ppm a 20°C en agua, 
25% (p/p) en acetona, xl 
leno y metanol
2.1.4. Técnicas de percolacidn de suelo y métodos anallticos 
Técnicas de percolacién
Se aplicaron las técnicas de percolacién de Lees y Quastel 
(1946), utilizândose para ello el aparato de percolacién de la fi^ 
gura 1, acoplado a una bomba peristâltica LKB, modelo 2115 MULTI_- 
PERPEX, que permite el funcionamiento de cuatro percoladores simul 
tâneamente.
Las columnas de cada unidad de percolacién se montaron con 
32 g de suelo preparado segdn se detallé anteriormente en el apar^ 
tado 2.1.2. y al que luego se afiadieron las cantidades requeridas 
de herbicida diluidas en 10 ml de agua estéril. Una vez seco de -
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FigA.  U n i d a d  de  
p e r c o l a c i é n . .
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La n a  de v i d r i o
Toma de 
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Sol u ci à n 
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nuevo, el suelo se homogeneiz6 y utilizd para llenar las columnas 
de percolaci(^..Para facilitar el drenaje fue necesario incluir apro 
ximadamente un 20% de arena estéril distribuida en capas intercala 
das en la columna de suelo, las unidades de percolacién se esteri- 
lizaron previamente junto con el medio de percolacién*
La percolacién se llevé a cabo continuamente con 250 ml de 
medio de Winogradsky ( Girad y Rougieux, 1967 ) (apend. 1. 2) conteniendo 
S0 ^(NH^ ) 2  a una concentracién inicial de N-NH^ de alrededor de - 
100 mg/ml y a un flujo de 16 ml/h, el mâximo que no producia en_- 
charcamiento de la columna de suelo. Las percolaciones transcurri_e 
ron a temperatura ambiante,20 y 25^0,y en la obscuridad.
Se pudo seguir simultâneamente la marcha de la nitrifica 
cién en cuatro percoladores, de los cuales une fue siempre un con_ 
trol 8in herbicida y los tres restantes se probaron para las dis_- 
tintas dosis de tratamiento. Se realizaron al menos dos experienr­
ôlas por dosis.
El proceso de nitrificacién fue seguido por anâlisis dia 
rios de las concentraciones de nitritos y nitratos separadamente, 
de alicuotas de un ml de llquido de percolado y se déterminé, a su 
vez, a intervalos de tiempo mâs espaciados la suma de nitritos y • 
nitratos, en anâlisis conjunto, bajo la forma de N-NO^. El pH del 
llquido percolante se vigilé, por sus posibles diferencias en cada 
percolador segün el tratamiento herbicida aplicado.
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Anàliais de nitritos
El anâlisis cuantitativo de nitritos en la solucién de - 
percolacién se hizo usando el método de Griess-Llosvay descri to por 
Lees y Quastel (1946)*
Alicuotas de 0,5 ml de llquido percolante o su dllucién
si es necesario, se llevaron hasta 11 ml con agua destilada a los
que luego se afiadieron 2 ml de la mezcla, a partes iguales y re_ - 
cién preparada, de reactivo de diazotacién y réactive acomplejante 
(apéndice 2.1). Después de agitar la muestra se dejé reposar unes 
20 minutes, midiéndose luego, a 520 nm en un espectrofotémetro, la 
intensidad de color desarrollada.
La concentracién de nitrito de las muestras se déterminé
por referencia a la curva de calihracién obtenida con los resulta_
dos a partir de distintas diluciones de una solucién patrén de 
NOgNa, en el rango de concentraciones de N-NOg entre 0 y 0,120 —
mg/ml.
Anâlisis de nitratos
Se siguié el método colorimétrico del âcido fenoldisulfé 
nico (Bremner, 1965).
Una de las variantes que permite este método, y que ha - 
sido empleada en este ensayo, consiste en el siguiente proceso; 
un ml de llquido percolante se lleva a tubo de ensayo al que se aha 
de CO^Ca en polvo fino, evaporando luego, la muestra a sequedad
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preferiblemente en bazïo de agua hirviendo. En el caso de détermina 
ci6n de la suma de nitrates mas nitrites, baje la ferma de nitrai­
tes, se anadieren 0,2 ml de perdxide de hidrdgene al 6%. Al resi_- 
due sece se le aBaden 2 ml de reactive de âcide feneldisulfdnice 
(apéndice 2.2), diluyende, al cabe de 20 minutes de centacte, cen 
agua destilada hasta diselucidn tetal del residue. Se transvasa a 
matraz aferade dende es 11evade a reaocidn débilmente alcalina —  
(indicade per la aparicidn de celeracidn amarilla), per adicidn de 
selucidn de NH^(OH) en agua al 50%. Después de anadir 2 ml de exce 
se de esta selucidn, se cempleta el velumen hasta 100 ml cen agua 
destilada, midiéndese la intensidad de celer desarrellada a 420 nm 
en un especrefetdmentre.
La curva de calibracidn se ebtuve en un intervale de cen 
centracienes de N-NO^ entre 0 y 100y(g/ml, a partir de una selu_- 
cidn patrdn de NO^K.
El liquide de percolaciôn no presentd celer ni turbidez —  
que interfiera cen les anâlisis celerimétrices, asi ne fue necesa_ 
rie el pretratamiente cen agentes clarificantes e decelerantes de 
les alicuetas de la selucidn perceladera.
2.1.5. Técnicas de seluciÔn de suele y métedes analitices
Se prepararen tubes centeniende 4 ml de les medies de - 
Winegradsky, bien para nitrificantea autotrofos oxidantes de amenio 
(con SO^(NH^ ) 2 como sustrato) o bien para oxidantes de nitrite (con 
NOgNa)(Oirady Rougieux,1967) (apéndice 1.2 y 1.3), incerperande -
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en ambos las diferentes dosls a ensayar de los herbioldas, ademâs 
de los respectives centreles de les mismes medies sin herbicida.
A partir de 1 ml de las dilucienes décimales sucesivas - 
de suelo» desde 10*"^  a 10"^, se inecularon réplicas de cince tubes 
per dilucidn, para cada grupe de les anterieres nitrificantes y ca 
da tratamiente herbicida. La dilucidn 10“  ^ se considéra la obteni
da suspendiende 10 g de suele en 95 ml de selucidn Ringer al 
estéril, temandese las muestras después de 10 minutes de agitacién 
de la suspension en presencia de belitas de vidrie, que faverecen 
la disgregaciOn de las particulas y microorganismes (Alexander y 
Clark, 1965).
La incubacidn se llev6 a cabe a 28^0 hasta un mâxime de 
35 dias, investigandese a intervales de una sémana la presencia de 
nitrites y nitrates.
Cuande el sustrate exidable es S0^(NH^)2 la presencia ya 
de nitrites e nitrates supene actividad de Nitrosomonas o génères 
afines; en el case de ser NOgNa la presencia de Nitrebacter o seme 
jantes se détecta per desaparicidn del nitrite y deteccién de les 
nitrates fermades.
Métedes analitices
Para el anâlisis cualitative de nitrites se utilizé el - 
reactive de Oriess-Llesvay, ( apéndice 2.1 ). Les nitrates se 
detectaren validndenes de la misma reaccién, llevândose a cabo asi
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su previa reduccién a nitrites, per la adiciOn de una pequefia can_ 
tidad de pelve mezcla de Zn-Cu-MnOg (apéndice 2.3). En ambes cases 
sen positivas las rauestras en las que hay desarrolle de celer que, 
segün la cencentracién de nitrites, pedrâ variar tante en el celer 
cerne en su intensidad desde el resa hasta el naranja escure.
Para el câlcule del nümere mâs probable (NMP) de microer 
ganismos viables de la muestra original utilizames las tablas de 
probabilidad de Cochran (Alexander, 1965a).
2.1.6. Técnicas de incubacidn de suele y métedes de recuente de 
nitrificantes 
Técnicas de incubacién de suele
Se estudié la eveluciOn de la peblacién nitrificante en 
el mismo suele utilizade en las anterieres experiencias, sometido 
a igual pretratamiente (apartade 2.1.2) e incubade baje cendiciq_ 
nés ajustadas de laboraterio; asi, se suplementé con SÛ^(NH^ ) 2  co_ 
me sustrate exidable y cen distintas dosis de los herbicidas a es_ 
tudiar, expresadas, tante estas ceme la cencentracién de S0 ^(NH^ ) 2  
en base al agua libre del suele. Un control se mantuve sin herbici 
da.
El precedimiente fué el siguiente: a muestras de 1000 g 
de suele, se les anadié el velumen de medie de enriquecimiente de 
Winogradsky (apéndice 1.2 ), cen la cerrespendiente cantidad de her_ 
bicida, necesarie para llevar la humedad al 80% de su capacidad de 
campe. Asi, tante la concentracién de NH^ corne la de herbicida en
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la fase liquida del suelo es la que se considéra a efectos compara 
tivos con otros ensayos. Se raezcld este cuidadosamente y dividiO 
cada muestra en dos réplicas de 500 g cada una, que se introduje^- 
ron en boisas de polietileno cerradas con plâstico adhesive impi_- 
diende este sistema la pérdida de humedad pere permitiende a su - 
vez el intercambie de gases necesarie para la actividad micrebiana,
Estas boisas se mantuvieren a temperatura ambiante en_- 
tre 20 y 25°C, temândese muestras a les 0, 7, 15, y 30 dlas de in_ 
cubaciOn para realizar recuente de viables autetrefes nitrifican_- 
tes.
Recuente de viables
El recuente de viables autetrefes nitrificantes se reali 
z6 Per separade para les nitrosantes y nitratantes, llevândese a 
cabe en medie liquide, segdn el métede del NMP.
De cada una de las boisas réplica per tratamiente fué te 
mada una muestra de 10 g de suele para la preparaciOn de sucesivas 
dilucienes décimales en seluciOn Ringer al 25%, (segiîn precedimien 
te del apartade 2.1.5.) a partir de las cuales se inecularon se_- 
ries de très tubes per dilucién cen 4 ml de medie de enriquecimien 
te, bien de Nitresemenas e bien de Nitrebacter d^e Winegradsky, —  
(apéndices 1.2 y 1.3 respectivamente).
Al cabe de 35 dlas de incubaciOn a 26°0 se analizé la - 
presencia de nitrates y nitrites, ceme indicadera de actividad de
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gérmenes nitrosos,o sôlo de nitrates, indicadera de les nitrices.
La determinaciOn del NMP de erganismos viables en el sue 
le a les distintes tiempes de incubaciOn se hize cen ayuda de las 
tablas de probabilidaîd de Cecbran»
Métedes qulmices de anâlisis
Para la deteccién cualitativa de nitrates y nitrites en les 
tubes de recuente se precedié cerne en el apartade 2.1.5.
2.1.7. Técnicas de cultive pure de bacterias nitrificantes y méte 
des analitices
Les efectes de les herbicidas se prebaren en les siguien 
tes medies liquides, segün la cepa: Nitresemenas eurepaea; en men­
die de Winegradsky para nitrificantes nitreses (apéndice 1.1) y en 
el medie de Skinner y Walker (apéndice 1 .4)* Nitrebacter agilis se - 
cultivé en medie Winegradsky para nitrificantes nitricos (apéndice 
1.2) y en el recemendade per la ATCC para esta cepa (apéndice 1.5).
El cultive de ambas cepas en cendicienes de agitacién se 
realizé en matraces de 200 cc cen 30 ml de medie nutritive cen y 
sin las distintas désis de les herbicidas a ensayar, mientras que 
para les cultives en cendicienes estâticas se utilizaren tubes de 
ensaye de 30 mm de diâmetre cen 25 ml de les mismes medies de cul_ 
tive.
En tedes les cases la ineculacién se hize cen 0,5 ml
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de un cultive liquide que centenia de 20 a 50 y/g/ml . de les pre_- 
ductes finales nitrite e nitrate, segdn se tratase de Nitreseme - 
nas sp. e Nitrebacter sp,
El pH d» los cultives de Nitresemenas en el medie de -
Skinner y Walker se mantuve, a le large del crecimiente, entre -
7,5 - 8,0, per adiccién de selucién estéril de OO^Nag al 5%,cuan 
de el reje fenel (indicader incluide en el medie) viraba de resa 
a amarille ceme censecuencia de la caida del pH per debaje de 7,5.
La incubacién se llevé a cabe a 26^0, temândese mues_- 
tras diariamente para la cuantificacién, en cada case, de les ni 
trites e nitrates preducides, segdn les métedes analitices del - 
apartade 2.1.4.
2.2. Ensayes sebre Rhizobium
2.2.1. Cepas
Las cepas de Rhizobium utilizadas en este trabaje y re_^  
sefLadas en la tabla 2, fueren aisladas de un suele âcide (pH 4,5- 
-5,0) de fende de valle, franco limese, perteneciente a la lecali 
dad de Caâamere (Câceres).
En algunos ensayes se utilizaren les siguientes mutan­
tes de la cepa nativa Ca-7:
Ca-7 Kan^, résistante a 200 jug/ml de kanamicina.
Ca-7 3tr^, résistante a 250 jug/ml de estreptomicina.
Ca-7 Kan^ Str*, résistante a los dos antibiéticos a las concen-
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traciones anterieres.
Las cepas se censervaren en Extracts levadura-manitel- 
agar (EMA) (Vincent, 1970) (apéndice 1.6.) y les mutantes en el 
misme medie mas el cerrespendiente antlbidtice»








Aislamiento de las cepas
Se utilizaren suspens!ones de suelo en agua estéril - 
para la ineculacién, en cendicienes asépticas, de pléntulas de 
las siguiente8 leguminesas: Trifolium spp.. Medicage spp., Lotus 
spp.. Vicia spp.. Phase élus sp., Hedysarium sp.. Pi sum sativum, 
Cicer arietinum. Glycine max, Omithepus compressus.
Se inecularon veldmenes de 1 y 5 ml de suspens!én de - 
suele (l/5 p/v) per planta. Las plantas habfan side dispuestas - 
peura su cultive en tubes de ensaye o t lest es dependiende del ta- 
maüe de la leguminesa. Otros detalles sebre el cuitivo aséptice 
de las plantas se dan en el apartade 2.2.4.2.
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A partir de los nôdulos obtenidos se procediô al aisla­
miento de los rizobios segdn el siguiente procedimiento: los nô­
dulos se lavaron fuertemente con agua conteniendo trazas de - 
tween 80. Luego se esterilizaron superficialmente por inmersiôn 
moment âne a en alcohol de 96fl seguida de otra, durante 3 minutos 
en una soluciôn de Cl^Hg en agua al 0,1%, acidificada con CIH -
(0,5 ml de CIH, d=1,l6, por litre). La eliminaciôn posterior del 
Cl^Hg se hize pe:
(Vincent, 1970).
r repetidos lavades en agua destilada estéril -
SI aislamiento de les rizebies nedulares se realizé in£ 
culande, un asa de siembra del machacade de un nôdule, en EMA (a- 
péndice 1.6.). Una vez llevada a cabe la purificaciôn de las ce­
pas aisladas se procediô a la ineculacién en la leguminesa ce- - 
rrespendiente para cemprobar su nodulacién y capacidad fijadera 
de nitrégeno.
Ensayes de caracterizacién fisiolégica de los rizebies
La velocidad de crecimiente se calculé a partir del - 
tiempe de generacién determinado siguiende la abserbancia a 550nm 
durante la fase expenencial de crecimiente, en medie Extract e de 
levadura-manitel (EM) (Vincent, 1970) (apéndice 1.6.).
La capacidad para medificar el pH del medie de cultive 
IM se investigé después de 4 é 7 dias de crecimiente de les rize- 
bios, segun la cepa.
Les cambies preducides en leche tomaselada se ebserva- 
ron después de dieciocho dlas de incubacién a 260C en tubos de -
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ensayo conteniendo 10 ml de leche tomasolada (Harrigan y McCan- 
ce, 1968} (apéndice 1.11.), inoculados con 0,1 ml de un cultive 
en fase expenencial de crecimiente en medie EM.
La preducciôn de mucilage se pude ebservar tante en cul 
tive liquide en medie EM, ceme en sélide EMA.
El ensaye de especificidad cepa-huésped se realizé ine- 
culande cada cepa de las aisladas en las restantes leguminesas - 
re sefLadas en la tabla .2, segdn detalles del cultive de plantas - 
del apartade 2.2.4.2.
2.2.2. Herbicidas
Les dos herbicidas objet e de estudie,-;picloram y 3,6-D 
se utilizaren, en todes les cases, baje la forma de product o téo- 
nico, cen grades de pureza del 99% y 99,3% respectivamente.
Ambes cempuestes se incluyeron en los medies de culti­
ve en sélucién acuosa, ya que prâcticamente tedes les ensayes - 
fueren realizados a concentraciones cemprendidas dentro de les - 
respectives limites de selubilidad en agua. Cuande fue precise u- 
tilizar etres disolventss per necesidad de selubilizar mayeres - 
desis se indicarâ expresamente.
La esterilizacién de les medies de cultive cen los her 
bicidas incluides se realizé en autoclave a 11$9C durante veinte
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minutos. El picloram es un compuesto muy estable tante en medie - 
bâsice ceme âcide, hidrolizândese a 6-kidroziderivade, sdle en - 
alcali cencentrado caliente (Hansey, 1967). Ademâs hemes cempro_- 
bade, mediante cromategrafla de gases la estabilidad del picleram 
y 3,6-D al tratamiente târmlco a que se semetieron las disoluci£ 
nés acuesas.
2.2.3. Técnicas para el estudie de Rhizebium "in vitre"
2.2.3.1. Crecimiente en medie sélido
El herbicida fue incluide en el medie de cultive Rhg- 
-agar (apéndice 1.7) s in medificar el pH résultante ceme cense_- 
cuencia de la adicién del cempueste e altemativamente ajustande_
le a pH 6,8.
Se sembré, en la superficie del medie en plaça, un asa 
de una suspensién de rizebies en agua estéril ebtenida a partir 
de un cultive jeven. La incubacién se llevé a cabe a 26®C durante 
un tiempe variable para cada cepa.
Cuande se trato de ensayes de crecimiente a desis su_- 
perieres a las de selubilidad en agua, les herbicidas se aplica^- 
ren disueltes en etanel sobre discos de papel Whatman, de 100 y/l, 
de velumen de absercién. Les discos después de la eliminacién del 
solvents fueren aplicades sebre plaças de Rhg, que hablan side - 
ineculadas cen 0,3 ml de un cultive liquide en el misme medie a 
una densidad éptica,a 550 nm,de apreximadamente 0,25.
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2.2*3.2. Curvas de creclmiento
Los efectos de los herbicidas en el crecimiente se ~  
evaluaron en cultive liquide mediante medidas de la abserbancia a 
le large del tiempe a 550 nm en un espectrofetémetre »
Cen 1 ml de cultive en fase legaritmlca de crecimiente 
en medie Rh^ se inecularon 50 ml del misme medie, sole e suplemen 
tade cen distintas cantidades de herbicida. Las lecturas de abser 
bancia se efectuaren a intervales de tiempe de incubacién depen_- 
dientes de la velocidad de crecimiente de cada cepa. La incubacién 
se llevo a cabe a 26^0 y en cendicienes de agitacién.
2.2.3.3. Efecte bactericida
Células cultivadas en medie liquide Rhg fueren recegi_- 
das per centrifugacién,y veldmenes iguales (alrededer de 2 ml) de 
su resuspensién en agua estéril fueren ariadides al misme medie - 
Rh^ pere centeniende las distintas desis del herbicida; asimisme 
se llevé un control sin herbicida. A intervales de tiempe durante 
la incubacién, a 26^0 y en agitacién, se temaren muestras para la 
realizacién del recuente de viables en plaça en Rh^ libre de her^ 
bicida.
2.2.3.4. Medidas de respiracién
Se hicieren per el métede manemétrice directe en un - 
Warburg B Braun Melsungen (Dizen, 1952). La respiracién de las - 
suspensienes de células se siguié determinando el consume de
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eliminândose el COg produoido durante la respiracién por absor^- 
cién sobre hidréxido potâsico.
El ozigeno consumido se déterminé aplicando la ecua^-
cién:
jjlI 02 consumido = h 
en la que h es la diferencia (en mm) entre las alturas de fluide 
en la rama abierta del manémetre y la cenectada al matraz, cene 
gidas para cualquier variacién durante la experiencia mediante 
la adicién e sustracién de les cambies en la altura de fluide en 
el termobarémetro. K0 2  es la constante, para el exlgene, de cada 
matraz cen su manémetre,calculada segén la ecuacién:
g^. W -  * “0,
dende es el velumen de la fase gaseesa, es el velumen de -
la fase liquida, T = 273-t siende t la temperatura a la que se -
lleva a cabe la experiencia, 0Cr\ si ceeficiente de selubilidad
^2
del Og a la temperatura de la experiencia y la presién normal 
(760 mm Hg) en mm de fluide manemétrice.
Efecte de la adicién de herbicida a células ne adaptadas
Células cultivadas en agitacién, en medie liquide Rhg y 
en fase legarltmica de crecimiente, se recegieren per centrifuga^ 
cién a 12.000 g durante 10 minutes y se resuspendieron en tampén 
fesfate 50 mM, pH 7, al que se adiciené OlgMg 2,5 mM. Alicue_- 
tas de esta suspensién se llevaron hasta 2,5 ml cen el misme —
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tampén mâs manitoi (200 mM) y se dlspusieron en la base de los ma 
traces de Warburg. EL herbicida se puso en la rama de dlcho ma^- 
traz. Cuande la cantidad de herbicida sebrepasé el limite de se_- 
lubilidad en agua, se procedié a la inversa, la suspensién de cé_ 
lulasr fué celocada en la rama del matraz Warburg y el reste de - 
les cempenentes en la base. La densidad de células de la suspen^- 
sién fue ajustada, de ferma que la densidad éptica de su dilucién 
al 1/20 fuese apreximadamente de 0,2.
El consume de Og se siguié a intervales de tiempe des_- 
de el memento de contacte de las células cen el herbicida, siende 
la temperatura de incubacién 26®C y cerrigiéndese les valeres se_ 
gdn las variacienes de un termebarémetre que centenia agua.
Se estudié el efecte de des cencentracienes, una sin - 
efecte sebre el crecimiente y etra que le afectaba de alguna man£ 
ra.
Efecte de la adicién de herbicida a células adaptadas
Las células se cultivaren en presencia de herbicida y - 
se trataren corne en el apartade anterior, siguiéndese el efecte 
de la adicién de herbicida en el consume de Og, frente a un ceii_- 
trel s in él. Se ensayaren las mismas cencentracienes que en el - 
apartade anterior.
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2.2.3.5. Anâllals de. - RNA
KL âcldo rlbonucleico se eztrajo segdn el método de - 
Ogur y Rosen (1930), por el siguiente procedimiento: Las células 
lavadas se centrifugaron y suspendieron en 3 ml de âcida perelé^ 
rico fric, 0.2 N, centrifugando de nuevo a 4^0. Se repitié este 
proceso, suspendiéndose luego el residue en 5 ml de âcide percl6_ 
rice IN durante 18 heras a 4°0. Pasade este tiempe la suspensién 
se centrifugé de nueve en frie y el residue se extraje des veces 
mâs cen 5 ml de âcide perclérice frie 1N. Luege se juntaren les - 
très él times eztractes, les cuales centenfan el RNA.
El RNA se analizé per el métede celerimétrice de —  
Herbert y col., (1971), segén el siguiente procedimiento: a tubes 
de 1 5 ml se llevaron 1 ml de muestra y 3 ml de reactive de erci_- 
nel (apéndice 2.4). Les tubes se calentaren en bafie de agua hir_- 
viende durante 20 minutes, se enfriaren y se aüadié n-butanel haa 
ta compléter les 15 ml. Se leyé en espectrefetémetre a 672 nm. 
Cerne patrén se utilizé una selucién de ribesa, calculândese el - 
valer del RNA a partir de la ribesa.
2.2.3.6. Anâlisis de proteina
KL anâlisis de la proteina tetal bacteriana se hize de 
acuerde cen el métede del micrebiuret segén Gea (1953).
Las células lavadas se c entrifugaren y se resuspendi e__- 
ren luege en agua. A muestras de hasta 1,5 ml se les anadieren -
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4 ml de NaOH 0,75 M, calentando a 75°C durante dos horas. Después 
de enfriar se afladen 0,2 ml de reactive de Benedit (apéndice 2.5), 
centrifugade previamente si fuese necesarie. Transcurrides 15 mi_ 
nutes se lee en espectrefetémetre a 340 é 600 nm. Ceme patrén se 
utilizé albémina de suere de bevine.
2.2.3.7. Capacidad de utilizacién de les herbicidas ceme fuente 
de carbene y energia
Les rizebies se cultivaren en un medie definide (Vincent,
1970) (apéndice 1.9) y en el misme medie en el que se incluyé el 
herbicida a una cencentracién de 100-200 ppm.
Inocules tornades en la fase logaritmica de cada une de 
los cultives anterieres,se sembraron en el medie definide libre de 
fuente de carbone, pere süplementado con 100 ppm de herbicida, si_ 
guiéndese el crecimiente per abserbancia a 550 nm en espectrofeté_ 
métro.
2.2.5.8. Resistencia a antibiéticos
Les rizebies se cultivaren en medie liquide Rh^ sole o 
süplementado cen 400 ppm de picleram é 1000 ppm de 3,6-D. Veléme_ 
nés de 0,3 ml de les anterieres cultives a igual densidad éptica, api£ 
ximâdamente 0,25, se extendieren homegéneamente sebre plaças de 
Rh^-agar.
Les antibiéticos se aplicaron sebre disces de papel -
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Whatman a très dosis distintas, segdn el antihidtico y cepa, col£ 
câhdose, después de la evaporacién del disolvente,sohre la super_ 
ficie del medio inoculado.
Después de un tiempe de incubacién variable para cada - 
cepa se observé la zona de inhibicién alrededer de les disces.
2.2.4. Técnicas para el estudie de la simbiesis Rhizebium-legumi 
nesa
Les efectes de les herbicidas en Rhizebium en relacién 
a la simbiesis cen la leguminesa se llevaron a cabe cen las ce_- 
pas C&-7, Ts-7 y B-7 y las respectivas leguminesas huésped —  
Cicer arietinum var. blance-venese (garbanze). Trifolium subterra 
neum var. clare (trébolLy Lotus pedunculatus (lete).
2.2.4.1. Obtencién del inéculo de Rhizobium
Los rizobios se cultivaren en agitacién en medio liqui_ 
do Rhg, 8in y con las diferentes desis de herbicida, hasta densi__ 
dad éptica de apreximâdamente 0,25, a 550 nm . Las células fueren 
recogidas per centrifugacién y luege lavadas très veces per suce_ 
sivas resuspensienes, en tampén Dixen (apéndice 1.13), 7 centri_- 
fugacienes a 12.000 g durante 10 minutes a 15^C. La suspensién fi 
nal en tampén fué utilizada ceme inéculo de las pléntulas de legu 
minosas. El némere de células del inéculo fué ajustado per adi_- 
cién del misme tampén, para que la densidad éptica de una suspen_ 
sién diluida 1/10, fuese de apreximadamente 0,2.
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2.2.4.2. Cultivo de plantas
Se utilizaren semillas esterilizadas segén el prooedi_ 
miento siguiente (Vincent, 1970):
Inmersién en etanel 95% seguide de tratamiente durante 
3 minutos cen ClgHg al 0,2% cen trazas de Tween 80. Para la este_ 
rilizacién de las semillas de garbanze, de centaminacién mâs per_ 
sistente,fueren necesarios de 5 a 6 minutes. La eliminacién de - 
los restes de Cl2Hg se hize per repetides lavades en agua destila 
da estéril.
Las semillas se pusieren a germinar en plaças de agar 
al agua al 1,5% estéril a 24°C y en la oscuridad hasta que la 
raiz alcanzé unes peces millmetres.
Las plantas de loto se cultivaren en cendicienes asé£ 
ticas, en tubes de ensaye de 26 mm de diâmetre con selucién nutri 
tiva libre de nitrégeno, Jensen (Vincent,1970) (apéndice 1.10) - 
utilizândese cerne seperte de las plantas, papel secante doblade 
en el extreme superior, dende era celocada la semilla germinada.
Las plantas de trébel y garbanze se crecieren en ties_ 
tes,llenes de arena mâs vermiculita al 50%, y dispuestes en uni_ 
dades Leonard (Vincent, 1970). La selucién nutritiva fue la misma 
selucién Jensen. Después de la siembra e ineculacién de los rize_ 
bios correspendientes, la superficie del tiesto fue cubierta con 
arena parafinada estéril.
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Tanto los tubos como los tiestos se regaron peri6dica_ 
mente con la anterior solucidn nutritiva diluida 1/5.
Se llevaron contrôles sin inocular tanto sin nitrate -
ceme cen él. En este éltime case, fue anadide NO^K al 0,05%, va__-
rias veces a le large del crecimiente.
El crecimiente se efectué baje las cendicienes de câma
ra climatizada prévista de una iluminacién de 25.000 lux, durante 
16 heras al dia. La temperatura durante el période dia/neche fue 
de 24^0/18^0, excepte para las plantas de garbanze que fue de —  
28°C/18°0.
2.2.4.3. Ineculacién
Cen les rizebies tratades ceme se detalla en el apar_- 
tado anterior (2.2.4.1), se sembraron cuatro tiestos por trata_- 
miento, cada des cen inéculo de un misme cultive. En cada tiesto 
se cultivaren cuatro pléntulas de garbanze o seis de trébol. En 
el caso del loto se inecularon seis tubos per tratamiente, que - 
centenlan una sela planta.
La densidad de la suspensién de rizebies a inecular
û
estuve alrededer de 10 células/ml, peniende sebre cada plântula 
velémenes de 5, 2,5 y 1 ml respectivamente, para garbanze, tré_- 
bel y loto.
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2.2.4.4. Daterminaci6n de la actividad nitrogénasa en nédulos
Los nédulos se obtuvieron de plantas de 30 dias, en 
el caso del garbanze, mientras que el période de crecimiente fué 
de 6 sémanas para el trébel y lete. Para la medida de actividad 
nitregenasa de les nédules se temaren las muestras, al azar, en__ 
tre las plantas cultivadas en un misme tiesto, determinândese la 
reduccién de acetilene per les nédulos segdn el precedimiente si_ 
guiente (Schwinghmer y col., 1970);
Se temaren segmentes de raiz o la parte radicular en_ 
tera (si la planta se cultivé en tube), que centenlan 0,1-0,25 g 
de nédulos frescos en el case de garbanze y 0,01-0,03 g para las 
restantes plantas, trébel o lete. Este material fué recegido des_ 
pués de un minime de très heras de expesicién a la luz e inmedia_ 
tamente se realizé el ensaye de la reduccién de acetilene.
Las raices cen nédules se introdujeren en viales de - 
20 é 30 cc de capacidad, que se cerraron herméticamente, inyectdn 
dose 2 é 3 cc de OgHg (10% cencentracién final en aire). Cen un - 
testigo, raiz sin nédules, se precedié de la misma manera. A par_ 
tir de les viales, se temaren muestras del gas para la determina_ 
cién del etilene preducide. El tiempe de expesicién al acetilene 
fué elegide dentre del période de actividad lineal de la nitrege_ 
nasa, previamente determinada para los distintes nédules.
La determinacién de etilene se hize en un cromatografe 
de gases Konic, modèle Gromatix KNC 2000, equipado con detector de
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ionizacién de liana y columna de 0,3 x 186 cm rcllena de poropak 
R(80 - 100 de malla).
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3. R E S U L T A D O S
3.1. Efectos de los herbicidas picloram y 3,6-D sobre la nitrifica 
cién
3.1.1. Efectos sobre la densidad de poblacién nitrificante activa 
en cultives suspensién de suelo
Las toxicidades de distintas dosis de picloram y 3,6-D - 
sobre la poblacién nitrificante (presuntamente autotrofa) en culti 
vos suspensién de suelo, segun el apartade 2.1.5 de Material y Mé- 
todos, se exponen en la tabla 3. En ella se da la media de dos va- 
lores de MNP de microorganismes viables, o que présenta actividad 
en presencia de herbicida, dentro de los 35 dias de incubacién.
Hasta las dosis de 50 ppm de picloram 6 100 ppm de 3,6-D, 
no se vieron afectadas significativamente ni la poblacién nitrosan 
te, ni la nitratante, si se compara con los respectives contrôles 
sin herbicida . Asi, la inhibicién aparecié a distintas concentra- 
ciones, segun el herbicida: a 200 ppm de picloram é 500 ppm de 
3,6-D, se redujo la poblacién activa de oxidantes de NH^ a, aproxi 
madamente, el 10% y dosis de ensaye superiores a estas la reduje- 
ron ya al 1% para ambos herbicidas. La poblacién nitratante prèsen 
té mayor sensibilidad que la nitrosante, permaneciendo sélamente - 
alrededer de un 0,1% de la poblacién en actividad, en presencia de 
200 ppm de picloram o de 1000 ppm de 3,6-D.
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Tabia 3. Densidad. de la flora nitrificante activa en pre 









0 1,8.10^ 2 ,4 .10%
50 2,0.10^ 2 ,2.10%
100 6,4.10% 2 ,3 .10^
200 1,4.10% 3 ,3 .10%
400 2 ,1.10' 2 ,0 .10'
3.6-D
0 9,5.10% 2 ,2 .10%
100 7,9.10% 1,1.10%
500 1,2.10% 7 ,3 .10%
1000 2,3.10% 1 ,3 .10%
3E Microerganismos viables por gramo de suelo seco.
3E3E aplicados como formulae ion (Tordon 22K y Lontrel 300 
respectivamente) con la concentracion indicada en - 
producto puro
3.1.2. Efectos sobre la nitrificacién de suelo en percolacién
Los efectos de los herbicidas sobre el proceso de nitri' 
ficacién en el suelo bajo estudio y en las condiciones de percola- 
cién que se detallan en el apartado 2.1.4, de Material y Métodos, 
se estimaron a partir de los valores de la concentracién de nitra-
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tos alcanzada en la soluciôn de pereolacién en el transcurso del 
tiempo.
Simultâneamente se siguio la evolucion de los nitritos - 
para la distincién de efectos en las dos etapas de la nitrificacién, 
la oxidacién de NH^ y de NO^.
Los valores expérimentales de N-NO^ en funcién del tiem 
po fueron sometidos a ajuste segun la ecuacién expenencial 1 :
y
1) log -------  = k (t-t. )
A - y
donde: y = ytg N- NO^ / ml percolado
A = valor asintético de y. Teéricamente préximo a la concen
tracién inicial de N - NH^ de la solucién de percolacién
t.= tiempo correspondiente a y = —^  , en dias 
' 2 
t = tiempo transcurrido desde el comienzo de la experiencia
en dias
k = constante
A partir de los paramétrés de las ecuaciones segun 1 , se 
obtuvieron las correspendientes curvas estimadas de velocidad de - 
nitrificacién en funcién del tiempo, cuya ecuaci^ es:
k (A- y) y - L 10
2) dy/dt = ------------------:-----
De estas curvas de velocidad deduciremos dos paramétrés 
interesantes en la evaluacién de efectos en el proceso de nitrifi-
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cacién (Debona y Audus, 1970):
- : velocidad maxima de produccién de nitratos àlcanzada para 
cada tratamiente. Este parâmetro es indicative de la densidad de 
la poblacién saturante y, naturalmente puede, ademâs, variar en la 
medida en que la velocidad de nitrificacién por célula es afectada 
por el tratamiente.
- l/Ti/2" velocidad de proliferacién de los microerganismos nitri­
ficantes, siende 6l tiempo para el que la velocidad de nitri 
ficacién résulté ser semimâxima. Este parâmetro se considéra como 
una medida del retraso del crecimiente de la poblacién nitrifican­
te.
3.1.2.1. Efectos de picloram
Los resultados de la aplicacién de distintas dosis de pi 
cioram (aplicado como la formulacién Tordon 22K) en la cinética de 
nitrificacién de suelo bajo condiciones de percolacién, se muestran 
en las figuras 2, 3 y 5 y en las tablas 4 y 7. En ellas exponemos - 
los resultados de una experiencia representativa de todas las repe- 
ticiones efectuadas (al menos dos) para cada dosis de herbicida.
La expesicién de resultados como valores medies de los - 
correspendientes a la misma dosis no es posible debido a las signi 
ficativas variacienes encontradas en la nitrificacién de los con­
trôles (sin herbicida) entre si y dependientes de la muestra de
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suelo utilizado. Asf los resultados expuestos son los correspon_- 
dientes a la experiencia que en conjunto présenté los mejores aju£ 
tes al modelo matemâtico segén la anterior ecuacién t ; siendo los 
correspendientes valores expérimentales los expuestos en la tabla
4.
La observacién conjunta de las figuras 2 y 3 muestra que 
para todas las dosis de picloram ensayadas se présenté cierto re_- 
tardo de la nitrificacién aunque no proporoional a la dosis de es_ 
te herbicida; asi fue creciente hasta presentar el mayor retraso a 
50 ppm para disminuir luego hasta las 400 ppm, la mayor dosis de - 
las ensayadas.
Los parâmetros de las curvas de las figuras 2 y 3 asi - 
como el anâlisis estadistico de los ajustes se dan en la tabla 5.
En ningun caso se presentaron diferencias apreciables en 
los valores finales de nitratos obtenidos para las distintas dosis 
de tratamiento,siendo a su vez semejantes al valor del control y 
resultado de la nitrificacién total del con que habia sido su
plementado el suelo.
La fig.4 représenta las curvas estimadas de velocidad de 
nitrificacién en funcién del tiempo segén la ecuacién 2, siendo ex 
puestos en la tabla 6 los parâmetros deducidos a partir de las - 
mismas.




Fig. 2. Bfecto de distintas dosis de picloram (fomulaci6n Tordon 
22K) en la cin^tica de la nitrificaoidn de un sistema de percola- 
cidn de suelo. • 0, ■ 25 y ^  50 /^g/ml de solucidn. El anâlisis e^ 
tadfstico de los datos representados se recoge en la tabla 5.
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Pig. 3. Bfecto de distintas dosis de picloram (formulae!6n Tordon 
22K) en la cindtica de la nitrificacidn de un sistema de percola- 
cidn de suelo. • 0, ■ 200 y ▲  400 y^g/ml de solucidn. El anAllsis 
estadfstico de los datos representados se recoge en la tabla 5.
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Tabla 4. Cinética de la nitrificacion de un sistema de suelo en 
percolacidn en presencia de distintas dosis de picloram,*
Tiempo Dosis (ppm)**
(dfas) 0 25 50 200 400
1 4,0 (5,0) 3,0 (3,5) 1,5 (2,0) 1,5 (2,0) 1,2 (1,0)
2 8,2 1,0 (1,5) 1,5 1,0
3 12,5 (15) 7,2 (9) 0,3 (0,9) 0,7 (1,0) 3,0 (3,0)
4 0,4 (0,6) 1,0
5 23,0 19,0 (20) 3,2 6,0 (7)
6 35,0 (37) 28,0 0,0 (0) 7,5 (8) 16,0
7 56,0 41,5 (42) 30,5 (31)
8 65,5 (63) 50,5 0,0 (0) 11,0(13) 37,0
9 78,2 62,0 (61) 45,5 (46)
10 94,0 (94) 78,0 2,0 (4) 15,0(18) 74,2
11 95,0 90,2 (90) 4,0 (7) 27,5(29) 89,5 (91)
12 101 ,0 (100) 93,5 5,5 (8) 38,0(46) 94,0
13 100,0 94,0 8,2 (16) 50,0(53) 95,0 (94)
14 99,5 (100) 98,0 (96) 10,0 (23) 61,5(64) 98,0
15 98,0 17,0 (28) 75,0(80) 96,5 (97)
16 25,5 75,5 100,0
17 35,0 (36) 84,0 (86) 99,0 (99)
18 60,0






ï aplicado como la formulacidn Tordon 22K, aa en base al volumen 
de solucidn percoladora, 1) Concentracion de H-NO^ en ycg/ml. - 
2) Concentracidn de N-CNO^+NO^) en y^g/ml, Los valores expuestos 
para 25 ppm côrrësponden a otra experiencia cuyo control présente 
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Fig* 4* Efecto de distintas dosis de picloram (formulacidn Tordon 
22K) sobre la velocidad de nitrificacidn de un sistema de percola 
cidn de suelo. Los ndmeros sobre las curvas son yutg de picloram/ml 
de solucidn.
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Tabla 6• Parâmetros de nitrificacidn* deducidos a partir de las 
curvas de velocidad de nitrificacidn en funciôn del tiempo corres 
pondientes a distintas dosis de picloram
Dosis
(ppm)
Vmax *^ 1/2 1/^1/2
0 15,6 4 0,25
25 13,7 4 0 ,2 5
50 12,0 15 0,06
200 13,0 8 0,12
400 17,2 5 0,20
3E ver apartado 3.1.1. y figura 4
zadas en presencia de las distintas dosis de picloram resultaron en 
casi todos los casQs ligeramente menores que las del control, a la - 
vez que el parâmetro de la velocidad de proliféra
ci6n de los nitrificantes ,en algunos casos fue sensiblemente dismi 
nuido. Sin embargo ,a 400 ppm del herbicida, este ultimo parâmetro 
no se vi6 afectado obteniendose, ademâs, una velocidad mâxima de - 
nitrificacidn ligeramente superior.
Los niveles de nitritos alcanzados en la solucidn de per 
colacion,correspondientes a las anteriores experiencias se detallan 
en la tabla 7 y figura 5 (A y B).
La maxima concentracidn de nitritos obtenida en el caso 
del control (en ausencia de herbicida) fue de 1,1 y/.g, de N-NO^ —
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Tabla 7 . Concentraciones eujtig N - NOg/ml en la aolucidn de un —  
sistema de suelo en percolacidn, para distintas dosis*de picloram^
Tiempo Dosia (ppm)
Lias)
0 • 25' 50 200 400
1 0,31 0,46 0,35 ' 0,26 0,13
2 0,63 0,60 0,30 0,38 0,14
3 0,76 0,63 0,21 0,46 0,07
4 0,80 0,46 0,00 0,42 0,00
5 1,01 — ■ — — —— - 0,07
6 1,11 ' 0,22 0,00 0,51 0,07
7 0,75 0,14 0,06 0,46 0,00
8 — 0,69 0,28 0,10 —
9 0,40 1,80 0,61 0,22 0,32
10 0,36 0,64 1,60 0,29 0,13
11 0,32 0,44 5,10 0,38 0,11
12 — — 6,50 1,70 — -
13 0,49 0.T4 — — - 0,32
14 0,28 0,00 11,00 2,90 0,32
15 0,00 14,30 3,50 0,07
16 — 17,00 3,50 0,00
17 —  " —— 17,00 2,50 —
18 — —— 16,70 1,80
19 — - 16,00 1,50 —
20 - —  - — 6,50 0,70 ——
21 —  . - 5,80 0,10 —
22 —— 0,00 0,00 . ——
s en base al volumen de solucidn percoladora..
- los valores expuestos para 25 ppm oorrespondenTa otra experlen -
cia cuyo control present6 una evolucidn de nitritos muy semejante
a la del control de esta tabla.
3E3E aplicado como la formulacidn Tordon 22K.
-101-
Pig. 5A. Efecto de distintas dosis de picloram (formulacidn Tor­
don 22K) en la evolucidn de nitritos en un sistema de percola--
cidn de suelo. #0, ■ 25, a 50, o 200 y a 400 /^g/ml de solucidn.
- 1 0 2 -
■o~
Pig. 5B. Detalle de la figura 5A
pox ml de soluci6n, no alcanzândose este valor ünicamentc en pre 
eencia de 400 ppm de picloram y siendo, por el contrario, supera 
do a las restantes dosis, menores, de ensayo: aproximadamente u- 
nas diez y très veces el valor mâximo del control fue obtenido - 
con 50 y 200 ppm respectivamente, Por otra parte, las tfpicas cur 
vas campaniformes de acumulacidn de nitritos aparecian a ambas do 
sis retrasadas en el tiempo con respecto al control.
En otras experiencias repeticidn, cuyos resultados s6-
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lo se expondrân parcialmente, se obtuvieron, también, para aler­
tas dosis de tratamiento de picloram mâximos de acumulacidn de ni 
tritos superiores a los de sus respectives contrôles. As£, en la 
tabla 8 se muestran los resultados de otras dos experiencias pa­
ra la dosis de 50 ppm (dosis con el mayor efecto en cuanto a acu 
mulacidn de nitritos). Estas experiencias se ban elegido entre - 
las que presentaron la mayor diferencia en la actividad nitrifi- 
cante de sus respectives contrôles, de todas las muestras ensaya 
das del suelo bajo estudio. Las diferencias observadas, son debi 
das a la muestra de suelo utilizada en cada experiencia, tomada 
del mismo lugar pero en distintas ocasiones.
En la experiencia 2 de dicha tabla 8 se obtuvieron, en 
presencia de 50 ppm del herbicida, valores de acumulacidn de ni­
tritos muy semejantes a los obtenidos en otra experiencia recogi 
da en la anterior tabla 4, a la vez que los contrôles respectives 
mostraron, también, gran semejanza entre si. Por otra parte, el - 
nivel mâximo de nitritos alcanzado en la solucién percoladora co- 
rrespondiente a la experiencia 3 de la tabla 8, fue a la dosis - 
de 50 ppm de picloram, muy superior a los anteriormente obteni—  
dos, pero significando un aumento de unas diez veces la concen- 
tracién mâxima alcanzada en el respective control y resultando - 
asi, un factor de multiplicacidn comparable al obtenido en las o 
tras experiencias.
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Tabla 8. Cinética de la nitrificRcién de un sistema de suelo en percolacién en 
presencia de 50 ppm. de picloram en la solucién.
Tiempo
(dfas)
Experiencia 2 Experiencia 3
Control Picloram Control Picloram
N-NO"* N-NO~* N-NO~ N-NO” N-NO“ N-NO” N-NO" N-NO"
1 0,25 1.0 0,28 1,0 0,90 4,0 1,00 1,5
2 0,45 1,0 0,13 0,0 1,23 6,5 0,23 0,0
3 0,70 3,0 0,10 - 1,37 10,5 0,00 -
4 0,82 9,5 0,00 0,0 1,50 20,0 0,00 -
5 0,96 11,5 0,00 0,0 — — 0,00 0,0
6 — — — - 1,70 36,5 0,00 -
7 1,20 36,0 0,00 — 10,10 52,5 — 0,0
8 0,80 50,5 0,10 - 11,20 63,2 0,62 -
9 0,63 68, 5 0,15 0,0 7,60 78,0 1,45 0,0
10 0,54 82,0 0,37 0,0 2,50 92,5 3,70 -
11 0,42 92,0 0,65 2,0 0,68 95,0 10,40 0,0
12 0,28 95,0 4,80 4,0 0,82 98,0 17,90 -
13 0, 10 98,5 5,75 6 , 0 0,00 102,0 22,10 2,0
14 0,00 102,0 3,30 10,2 — 102,0 48,20 2,0
15 — 104,0 14,50 16,5 — — 57,20 3,0
16 — — 11,40 24,0 — — 65,00 4,0
17 — — — 30,0 — — 73,30 5,5
18 — — --- 44,5 — — 90,50 8,0
19 — — 0,27 56,5 — — — 10,5
20 — — 0,15 64,7 — — 74,40 16,0
21 — — 0,00 76,0 — — 67,40 25,5
22 — — — 92,0 — — — 60,0
23 — — — 96,0 — — 22,50 70,0
24 — — — 100,0 — — 10,40 84,0
25 --- — — — — — 7,60 92,0
26 — — — — — — 0,20 100,0
ytyg/ml de golucién percoladora.
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3,1.2.2. Efectos del 3.6-P
Los efectos del 3,6-D, aplicado como sal de mo^ iiore:tanalà 
mina (en formulacidn comercial) en la cinética de produccidn de 
nitrates de suelo en percolacidn, se resumen en la figura '6 y la 
correspondiente tabla de valores (tabla 9). Como en el caso del 
picloram se presentan sdlo los resultados de una experiencia ele^  
gida entre dos repeticiones por dosis, ya que se obtuvieron en - 
sendas repeticiones, efectos semejantes si se tienen en cuenta - 
las variaciones presentadas por los respectivos contrôles entre 
si.
La expresidn matemâtica de las curvas que aparecen en 
la figura 6 y su anâlisis estadistico vienen dados en la tabla 10.
Como se puede observer la formulacidn de 3,6-D utiliza­
da produjo estimulacidn de la nitrificacidn a las concentraciones 
de 100 y 500 ppm en producto activo, referidas al volumen de solu 
cidn de percolacidn,pero ya a 1000 ppm se presentd retardo en la 
iniciacidn del proceso.
Las curvas estimadas de velocidad de nitrificacidn en - 
funcidn del tiempo, asi como y l/T^yg pa-ra la misma experien
cia, se presentan en la figura 7 y tabla 11 respectivamente, don- 
de se refieja , mâs claramente, como fue afectada la nitrificacidn 
segün la dosis de herbicida aplicado. Asi a 100 y 500 ppm se sup^ 
rd la velocidad mâxima de nitrificacidn con respecto al control - 











Fig. 6. Efecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacidn Lontrel) 
en la cinética de la nitrificacidn de un sistema de percolacidn 
de suelo. • 0, ▲ 100, ■ 500 y a 1000 yu»g/ml de solucidn. El andl^ 
sis estadfstico de los datos representados se recoge en la ta- - 
bla 10.
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Tabla 9 • Cinética de la nitrificacidn de un sistema de suelo en 
percolacidn en presencia de distintas dosis de 3,6-D*.
Tiempo Dosis (ppm)**
(dfas)
0 100 500 1000
1 1,0 1 1,5 1,2 1,0
3 1,2 1,2 1,5 1,2
5 0,5 6,0 4,0 0,0
6 0,5 (2,0)2 9,0 (20) 6,0 (12) 0,5
7 - - 8,5 -
8 5,0 (13) 33,0 (52) - -
9 7,5 (22) 40,5 (60) 25,5 (40) 0,5 (2,0)
10 11 ,0 55,0 38,0 1,5
11 18,0 (38) 64,0 (88) 52,5 (54) 3,5 (14)
12 28,0 87,5 65,0 6,0
13 35,5 (80) 9 1 ,0 (94) 77,0 (78) 10,0 (28)
14 46,0 98,0 93,0 16,5
15 60,5 (82) 104,0 (104) 102,0 (102) 26,0 (56)
16 74,0 104,0 103,0 37,5
17 89,5 (90) - 104,0 (104) 45,5 (86)
18 96,0 106,0 - 58,0
19 100 ,0 (102) 108,0 (108) 104,0 (104) 70,0 (84)
20 101 ,0 106,0 108,0 85,0






3E aplicado como la formulacidn Lontrel 300.
3E3E en base al volumen de solucidn percoladora. 
1 ) Concentracidn de N-NO^ en jig/ml,
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Fig. 7. Efecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacidn Lontrel) 
sobre la velocidad de nitrificacidn de un sistema de percolacidn 
de suelo. Los ndmeros sobre las curvas son de 3,6-D/ml de so­
lucidn.
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Tabla 11• Parâmetros de nitrificacidn^ deducidos a partir de las 
curvas de velocidad de nitrificacidn en funcidn del tiempo, se- 
gun las distintas dosis de 3,6-D.
Dosis (ppm) Vmax ^1/2 I/Ti/2
0 15,2 11 0,09
100 14,8 6 0,16
500 15,5 7 0,14
1000 13,4 15 0 , 0 6
X Ver apartado 3.1.1 y figura 7
dor del crecimiento de los nitrificantes .
Por otra-parte, bajo todas las dosis de tratamiento - 
herbicida ensayadas, se llegd a oxidar la totalidad del NH^ aha 
dido en la solucidn de'pérdolacion (aproximadamente  ^03 JLlg/ml de 
N-NHp.
La evolucidn de nitritos en funcidn del tiempo corres­
pondiente a los distintos tratamientos de la anterior experiencia 
estân representados en la figura 8, exponiéndose los respectivos 
datos numéricos en la tabla 12. Los diagramas campaniformes de a 
cumulacidn de nitritos obtenidos, muestran que en presencia de - 
100 y 500 ppm del herbicida se presentd adelanto en el tiempo, - 
con respecto al control, de los niveles de nitritos alcanzados en 
la solucidn de percolacidn, a la vez que el valor mâximo de acumula 





Pig. 8. Efecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacidn Lon 
trel) en la evolucidn de nitritos en un sistema de percola­
cidn de suelo. • 0, ■ 100, a 500 y a 1000 yuig/ml de solucidn,
cida. Sin embargo, a dosis de 1000 ppm de 3,6-D se produjo retra 
so de la curva de acumulacidn de nitritos, con un valor mâximo - 
semejante al del control o ligeramente inferior como ocurrid en 
otra experiencia repeticidn no representada.
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Tabla12. Concentraciones enjig N - NOg/ml en la solucidn de un 
sistema de suelo en percolacidn, para distintas dosis^de 3,6-D**
fas) 0 too 500 1000
1 0,09 0,25 0,25 / 0,15
2 0,10 0,80 0,35 0,15
3 0,13 1,30 1,50 0,15
5 1,50 3,20 6,00 0,15
6 2,50 9,00 11,40 0,15
7 7,20 13,00 16,90 1,60
8 10,00 19,00 21,50 5,50
9 16,00 18,20 23,40 5,00
10 25,70 20,00 27,50 10,00
11 23,00 1,70 30,20 14,00
12 35,00 0,00 12,70 26,00
13 45,00 — 0,00 22,80
14 36,00 — — 30,00
15 20,00 34,00
16 1,60 — — 31,50
17 0,00 — 46,00
18 — — 34,00
19 — 15,20
20 0,00
3E La dosis viene dada en base al volumen de solucidn percoladora 
Œ  aplicado como la formulacidn Lontrel 300.
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3.1.3. Efectos en la vlaBilidad-y evolucidn de la poblaeitSn ni- 
 ^ - trificante de suelo:.
Los efectos de la presencia de herbicida en la prolif^ 
racidn y viabilidad de los dos tipos de microorganismos autotro- 
fos, oxidantes de NH^ y oxidantes de NO^, fue estudiada en mues­
tras de suelo incubado en laboratorio bajo las condiciones que - 
se detallan en el apartado 2,1.6. Los resultados de los recuen- 
tos de nitrificantes viables (fundamentalmente autotrofos), se- 
giin el tiempo transcurrido desde el momento de aplicaoidn del - 
herbicida y segün la dosis del mismo, son mostrados en la figura 
9.
No se observd diferencia significative en la magnitud 
de la poblacidn viable nitrosante dentro del période de treinta 
dfas de incubacidn del suelo y bajo ninguno de los tratamientos 
herbicides. Sdlo se produjo un ligero aumento después de una - 
semana de incubacidn en presencia de 100 ppm de 3,6-D, lo que - 
pudiera responder a un adelanto en el comienzo de la prolifera- 
cidn de la flore nitrosante, Sin embargo, la flore nitratante se 
mantuvo, después de una semana de incubacidn, a niveles inferio- 
res con respecto al control sin herbicida,sobre todo, a las do­
sis de ensayo mayores de cada uno de los herbicides. A 100 ppm 
de 3,6-D correspondid la reduccidn minima, sin que fuese signifi- 
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3.1.4. Efectos en 'bac^erias autotrofas nitrificantes en cultivo 
pure
Los dos herbicidas objeto de estudio se ensayaron para 
ver sus efectos en el crecimiento de las cepas de coleccidn Nitro 
somonas europaea y Nitrobacter agilis a las mismas concentraciones 
en products activo que las escogidas para los ensayos de nitrifi­
cacidn de suelo.
La mayorfa de estos ensayos con cultivos puros se lleva 
ron a cabo con el products purs, pero se incluyen,también, algu- 
nas experiencias con las formulaciones de cada uno de los herbi­
cidas que habian sido empleados en los estudios de nitrificacidn 
con suelo.
El crecimiento y la actividad nitrosante o nitratante, 
segün la especie autotrofa nitrificante de que se trate, estân - 
intimamente relacionados por ser estas actividades la ünica fuen 
te de obtencidn de energia en este tips de bacterias. Asi, los e 
fectos de los herbicidas han sido estimados a través de la évalua 
cidn de la actividad nitrificante en presencia de los compues- 
tos y cuando las cepas eran cultivadas en distintos medios. En - 
las figuras 10 y 11 se comparan las actividades de N. europaea y 
N. agilis respectivamente, segün los distintos medios y condicio 
nés de cultivo en que se realizaron los ensayos con herbicidas.
Los medios de cultivo elegidos fueron los respectivos medios de 
Winogradsky para Nitrosomonas y Nitrobacter utilizados anterior­







Fig, 10, Crecimiento de Nitrosomonas europaea segdn el 
medio de cultivo y condiciones: ▲ medio Skinner y Wal­
ker, agitacidn; • idem, estdtico; ■ medio de Winograds 
ky, estdtico. Otros deteilles en Material y Metodos 2.1.7
los medios considerados dptimos para el desarrollo de cada una de 
las cepas bajo estudio. Las actividades obtenidas resultaron ser 
distintas segdn las condiciones y medios de cultivo, en parte, - 
qulzâs, a causa de la capacidad de los dltimos para mantener el - 
pH, factor considerado de gran influencia, Los valores de pH ini- 











Pig. 11. Crecimiento de Nitrobacter agilis segdn el medio 
y condiciones de cultivo: a medio ATCC nfi 96, agitacidn;- 
• idem, estâtico; ■ medio Winogradsky, estdtico. Otros d£ 
tailes en Material y Mdtodos 2.1.7.
da cultivo estân incluldos en las correspondientes tablas 13 a - 
18 (ver contrôles en cada caso). Por otra parte, ciertos catio- 
nes,a concentraciones crlticas, pueden variar los efectos tdxi- 
cos de algunos compuestos. En este sentido,los medios utilizados 
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Tabla 14.Actividad* de Nitrosomonas europaea, en cultivo estdti 





Picloram (ppm) 3,6-D (ppm)
50 400 100 1000
0 4,2 4,0 4,2 4,4 4,4
1 8,0 7,8 8,2 8,4 8,2
2 14,3 13,5 14,5 14,6 14,5
3 26,5 26,0 26,8 26,3 25,8
4 33,3 33,3 32,8 33,8 30,5
6 41,1 43,3 42,4 43,6 42,0
8 62,5 63,2 62,2 63,5 61,5
12 105 .103 104 104 103
X yeg N-NOg producido/ml.
XX aplicados como producto técnico pure.
Las actividades de Nitrosomonas sp.y Nitrobacter sp. en
presencia de herbicide en los distintos medics y condiciones, se
recogen en las tables anteriores 13 y 14 y siguientes (15 a 18),
La actividad de N. europaea en medio Winogradsky (table
15) no se siguid mâs allâ del période de incubacidn de 21 dies, a
pesar de no haber side agotado aun el sustrato energético, pues se 
habia llegado a un pH 6 en el medio de cultivo, valor por debajo - 
del cual la actividad resultd despreciable; sin embargo,en el me­
dio de Skinner y Walker, el pH fue periodicamente ajustado a 7,5
- 120-
Tabla 15 • Actividad de Nitrosomonas europaea en cultivo est&ti» 











1 0,94 1,04 0,83 0,97 0,99
3 2,3 2,7 0,83 2,1 2,4
5 6,2 7,2 0,83 5,4 6,0
6 10,5 10,2 0,85 6,0 9,9
7 12,1 14,8 0,99 8,7 12,8
8 15,2 17,7 1,4 11,4 15,2
9 16,6 18 ,2 12,4 16,8
16 22,8 23,9 1,4 22,1 28,1
20 32,2 33,8 1,4 28,1 30,1
22 32,9 34,1 1,4 28,6 30,4
pH final** 6,2 6,1 7,4 6,1 6,1
Xyttg N-NOg producido/ml.
XX Bn todos los casos el pH inicial fue de 7,5.
1) Producto tdcnico puro.
2) Pormulacidn: Tordon 22K (sal potâsica de picloram) y Lontrel 
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Tabla 17 . Actividad de Nitrobacter agilis en cultivo estdtico en
medio ATCC segdn los distintos tratamientos herbicidas**.
Tiempo
Picloram (ppm) 3,6-D (ppm)
(dfas)
UOHXPOx
50 400 100 1000
0 10 9 10 10 11
1 13 13 11 13 11
2 20 22 12 22 12
3 36 42 16 44 14
4 52 57 23 56 21
5 69 — 44 74 42
6 86 108 68 112 70
8 138 168 132 176 144
9 152 180 168 196 176
11 134 —— 212 216 212
1 2 202 216 216 220 21 8
20 220 220 220 2 20 220
pH final 
cultivo 7,5 7,4 7,0 7,5 6,6
z N-NOj producido/ml.
zz aplicados como producto tdcnico puro.
- 21 pH inicial, en todos los casos, fue de 7,7.
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Tabla 18 . Actividad de Nitrobacter agilis en cultivo estdtico - 










1 18 11 16 10 12
2 26 13 — 10 —
3 38 19 16 18 15
4 49 25 — 21 —
5 65 28 — — 24 22
6 76 36 16 50 40
7 — 56 — 58 50
8 104 76 — 72 68
10 138 132 18 114 110
15 178 186 18 184 182
17 200 2 22 18 222 220
21 232 232 18 232 232
pH final** 7,7 7,5 7,4 7,4 7,7
Xy<g N-NO" producido/ml.
XX En todos los casos el pH inicial fue 7,7.
1) Producto tdcnico puro.
2) Pormulacidn: Tordon 22K (sal potdsica de picloram) y Lontrel 
(sal de etanolamina de 3,6-D).
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y la actividad fue seguida hasta el agotamiento del NH^ del medio, 
(tablas 13 y 14). En ninguno de los medios y con independencia de 
las condiciones del cultivo, el picloram y 3,6-D, hasta las res- 
pectivas dosis de mâxima solubilidad en agua, afectaron el creci- 
raiento de N.europaea, obteniendose unicamente una pequena prolon- 
gacidn de la latencia en presencia de 1000 ppm de 3,6-D cuando la 
bacteria fue cultivada en medio Winogradsky. La formulacidn de
3,6-D ensayada (1000 ppm en producto activo) tampoco afectd a es­
ta cepa, sin embargo, 400 ppm de picloram, como formulaciôn Tor­
don 22K,produjo una total inhibicidn (tabla 15).
Igualmente la actividad de Nitrobacter agilis fue inhi- 
bida completamente por la citada formulacidn de picloram, mien- - 
tras que la formulacidn de 3,6-D s6lo produjo prolongacidn de la 
fase de latencia (tabla 18).
Por otra parte, N.agilis present6 a partir de distintas 
dosis segün el herbicida, periodos de latencia mayores que en au- 
sencia de los mismos, mas patentes en el medio Winogradsky. Des­
pues de este periodo de adaptaciôn se observd para todos los tra­
tamientos un cierto estimulo de la oxidaciôn de NOg, con indepen­
dencia del medio y condiciones de cultivo (tablas 16,17 y 18).
En las tablas, a las que nos hemos referido, se indu- 
yen los pH finales de los medios de cultivo, as! como el pH ini­
cial en cada caso; siendo de destacar que este ultimo fue muy si­
milar en los distintos medios y se mantuvo prâcticamente invaria­
ble segun la dosis y herbicida anadido.
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5*2. Efectos de los herbicldas picloram y 3,6-D sobre Rhizobium
3.2.1. Caraoterlsticas de las cepas nativas utilizadas en los 
ensayos
La inoculacidn con suelo en una amplia gama de espe_- 
cies de leguminosas (segdn Material y Métodos 2.2.1.) produjeron 
nddulos efectivos en garbanzo (Clcer arletlnum),loto (lotus pedun« 
culatus), serradella (Omithopus compressus) y tréboles (Trifolium 
repens y distintas variedades de T.8Ubterraneum.). Aislados los - 
respectivos rizobios nodulares se han seleccionado y utilizado -
Tabla 19, Clasificacidn de las cepas nativas de Rhizobium usadas 
en las experiencias.





Tr-3 Trébol blanco R.trifolii R.trifolii-R.legumino- 
sarum
Ca-7 Garbanzo R.sp. Grupo Heterogeneo
B-7 Loto R.sp. Grupo ”Cowpea”
B-12 Serradella R.sp. R.lupini
X R. sp.: segûn Vincent 1977, no tienen asignada especie definida
para las experiencias con herbicides, cinco cepas pertenecientes 
a varias especies de Rhizobium y que segun la clasificaci6n de - 
Vincent (1977) (apartado 1.3.2.1.), se incluyen en diverses grupos
—1 26—
de inoculacidn cruzada (tabla 19 ) teniendo en cuenta algunas de 
las caracterlsticas fisloldgicas (leguminosa-huésped y velocidad 
de crecimiento) presentadas en la tabla 20 , la cual también in^- 
cluye otras caracterlsticas diferenciales de las cepas selecciona 
das. Ademâs cada cepa solo fue capaz de nodular su leguminosa - 
huésped correspondiente.














Tr-3 0 .1 4 ac. alcal. ab.
Ts-7 0.12 ac. alcal. ab.
Ca-7 0 .0 9 2 ac. ac.
zona de suero
ab.
B-7 0.049 alcal. alcal. es.
B-12 0.045 alcal. alcal. es.
1 acidificacidn o alcalinizacidn, signifies que las cepas varfan 
el pH del medio de cultivo (E.M) por debajo o por encima del 
pH inicial 6,8
2 ligera alcalinizacidn o aoidificaciÔn
3 abundante o escaso (ab,es), segdn observacidn en medio sdlido 
(EMA)
3.2.2. Toxicidad de los herbicidas en medio s6lido
Las experiencias en medio sdlido se realizaron fundamen 
talmente en orden al establecimiento del nivel de toxicidad de - 
los herbicidas bajo estudio en comparacidn con los resultados —
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Tabla 21* Inhibicidn del crecimiento de Rhizobium spp. en medio 




^ Ts-7 Tr-3 Ca-7 B-7 B-12
2.000 7,5 7,7 8,0 4,0 4,2
1.500 3,7 4,0 4,2 3,2 3,2
1.000 3,7 3,0 3,2 2,0 2,0
750 0 0 0 0 0
X Halo de inhibicidn airededor del disco, en mm.
Tabla 22. Inhibicidn* del crecimiento de Rhizobium spp. en medio





Ts-7 Tr-3 Ca-7 B-7 B-12
2.000 8,5 9,0 12,0 6,5 7,0
1, 500 7,0 7,0 6,5 5,0 5,2
1.000 3,5 3,2 3,2 2,0 2,5
750 0 0 0 0 0
X Halo de inhibicidn airededor del disco, en mm.
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obtenidos por otros autores con otros compuestos herbicidas en el 
génère Rhizobium, o en otros grupos bacterianos ya que fundamental 
mente ha sido la determinacidn de la zona de inhibicién del creoi 
miento, alrededor del punto de aplicacién del herbicida, el parâ_ 
métro de toxicidad mé[s frecuentemente considerado. Asimismo se - 
llevaron a cabo con el fin de comparar las sensibilidades relatif 
vas de las distintas cepas ensayadas.
Nuestros resultados en este sentido se recogen en las - 
tablas 21 y 22 . La toxicidad del 3,6-D parece ser ligeramente
superior a la del picloram en todas las cepas bajo ensayo, aunque 
habria que tener en cuenta el descenso relative del pH del medio 
de cultivo por la introduccién de los herbicidas, ademâs de otras 
propiedades fisicoquimicas con implicacién en la magnitud de la - 
inhibiciân observada.
La sensibilidad relative, de estas cepas fue variable 
estableciendose grupos de diferente inhibicién. Asi las cepas - 
Ts-7 y Tr-3,ambas de R,trifolil, presentaron sensibilidad semejan 
te. Otro grupo lo constituyen las cepas B-7 y B-12, que por 
otra parte,fueron las menos sensibles. La cepa Ca-7 présenté, cia 
ramente, mayor sensibilidad que las restantes cepas a la dosis 
mayor de 3,6-D ensayada.
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3.2.3. Efectos en el crecimiento
La respuesta en el crecimiento de Rhizobium spjv. a la pre 
sencia de herbicida fue seguida en medio liquido y en condiciones 
de cultivo éptimas (pH 6,8 y aireacién). Las dosis de ensayo fue­
ron distintas, segun el herbicida, estando comprendidas dentro de 
los limites respectivos de solubilidad en agua.
Como resultados representativos de los obtenidos en las 
cinco cepas utilizadas en este trabajo,expondremos los correspon- 
dientes a très de ellas.
En las figuras 12 y 13 se muestra el crecimiento de la 
cepa B-7 en medio Rh^ y en presencia de distintas dosis de piclo­
ram 6 3,6-D respectivamente, Ademâs, la figura 14 recoge las cur- 
vas de crecimiento para esta cepa, correspondientes s6lo a las ma 
yores dosis de ensayo de cada uno de los herbicidas; representân- 
dose las absorbancias en esçala logaritmica, lo que permite poner 
en relieve algunos aspectos del efecto producido en el crecimien­
to e hizo posible la estimacién de los periodos de latencia reco- 
gidog en la tabla 23# La cepa B-12 de caracterlsticas semejantes - 
a la anterior (tablas 19 y 20 ), présenté el mismo comportamiento - 
frente a los dos herbicidas (tabla 23).
De la misma manera, la figura 15,junto con los datos in- 
cluldos en la tabla 23,resume los resultados obtenidos en la cepa 
Ts-7, représentante de las cepas de R. trifolii objeto de ensayo, 







Fig. 12. Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de picloram a -
las concentracioneSf expresadas en ppm, que se indican en las cur 








Fig. 13. Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de 3,6-D a las - 
concentraciones, expresadas en ppm, que se indican en las curvas. 










Fig. H* Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de picloram - - 
(■ 400 ppm) y 3,6-D ( a  1000 ppm). • Control. El pH inicial en to 
dos los casos se llevd a 6,8. 1-j y I2 indican los periodos de la 
tencia respecto del control, deaucidos a partir de las curvas r£ 
presentadas. El tiempo cero elegido para la representacidn es a- 

















Fig. 1 5 . Crecimiento de la cepa Tr-7 (A) y Ca-7 (B) a un pH ini­
cial del medio de cultivo de 6,8 en presencia de picloram (■ 400 
ppm) y 3,6-D ( a  1000 ppm).# Control. 1^ y I2 son los respectivos 
periodos de latencia respecto del control, deducidos de las cur­
vas representadas. El tiempo cero elegido para la representacidn 
es aquel al que la absorbancia alcanz6 en los tres casos un va­
lor medible.
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Tabla 23* Retarde del crecimiento* de Rhizobium spp. en medio li­
quide (pH, 6,8) en presencia de herbicidas.
Herbicida Cepa
y
Dosis (ppm) B-7 y B—12 Ca-7 Ts-7 y Tr-3
Picloram
100 4 0 0
200 8 1 <1
400 10 1,5 <1
3,6-D
100 1 0 0
500 11 2 < 1
1000 14 3 1,5
3E horas, respecto de un control sin herbicida.
Ademâs ambas cepas, asi como la Ca-7, esta dltima de caracteristi
cas fisiolâgicas diferentes a las de R. trifolii (tablas 19y 20), 
no se vieron,aparentemente,afectadas a dosis de ensayo para cada 
uno de los herbicidas de alrededor de 100 ppm, a diferencia de lo 
observado con la cepa B-7, segdn las figuras 12 y 13 • Otros re­
sultados con la cepa Ca-7 se exponen en la figura 15 y tabla 23
En ningun caso, se encontrâ que fuera afectada la divi- 
si6n celular en la fase de crecimiento exponencial ocurriendo un 
periodo de adaptaciân, o retardo en el inicio del crecimiento,de- 
pendiente de la dosis de cada herbicida y de la cepa. Estes perio
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dos de latencia en todos los casos resultaron ser inferiores a - 
los tiempos de generacidn correspondientes.
Las siguientes figuras 16 y 17 y tabla 24 reflejan los 
efectos de los herbicidas en las mismas cepas anteriores cuando 
el medio de cultivo se llevd a pH 5,5 después de la adicidn del 
herbicida.
Tabla 24. Retardo del crecimiento* de Rhizobium spp. en medio 11 
quido (pH, 5,5) en presencia de herbicidas.
Herbicida Cepa
y ”
Dosis B-7 Ca-7 Ts-7
Picloram (400) 10 3 4,5
3,6-D (1000) 19 - -
X horas respecto de un control sin herbicida.
—  no mantuvieron la velocidad de crecimiento del control.
Estos ensayos aislados de crecimiento a pH 5,5 se rea­
lizaron con el principal objetivo de evaluar la implicacidn del pH 
en las diferencias en la inhibicidn obtenidâs entre cepas, en me­
dio sdlido, cuando el herbicida era aplicado sobre discos de pa­
pel Whatman (tablas 21 y 22 ) donde dado el caracter âcido, sobre 










Fig. 16. Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de picloram - - 
(■ 400 ppm) y 3,6-D ( ^  1000 ppm). • Control. El pH inicial en to 
dos los casos se llevd a 5,5. 1*| y I2 indican los periodos de la 
tencia respecto del control, deducidos a partir de las curvas re^  
presentadas. El tiempo cero elegido para la representacidn es a- 















?ig. 17. Crecimiento de la cepa Tr-7 (A) y Ca-7 (B) a un pH ini­
cial del medio de cultivo de 5,5 en presencia de picloram (■ 400 
ppm) y 5,6-D (a 1000 ppm).# Control. 1-| es el periodo de latencia 
respecto del control, deducido de las curvas representadas. El p£ 
riodo de latencia para 1000 ppm no pudo deducirse a partir de las 
curvas de crecimiento obtenidâs. El tiempo cero elegido para la - 
representacidn es aquel al que la absorbancia alcanzd en los tres 
casos un valor medible.
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Se eligi6 el pH 5,5 para este ensayo comparative de los 
efectos de los herbicidas en el crecimiento en medio âcido frente 
a medio neutro, ya que a este pH todas las cepas presentaron un - 
crecimiento prâcticamente igual que al pH dptimo de 6,8 y, por o 
tra parte, las cepas B-7 y B-12 no crecieron en medio liquido a - 
pK 4,5.
Las curvas de crecimiento a este pH âcido del medio, *- 
muestran que la respuesta para las distintas cepas y tratamientos 
herbicidas fue dependiente de la cepa. Asi la cepa B-7^  en presen 
cia de 400 ppm de picloram 6 1000 ppm de 3,6-D, creciâ a igual ve 
locidad que el control sin herbicida, pero mostrando periodos de 
latencia mayores a los obtenidos a pH 6,8. Se obtuvo lo mismo con 
las cepas Ts-7 y Ca-7 a 400 ppm de picloram (fig. 16 y 17) (com­
parar tablas 23 y 24 ), mientras que en presencia de 1000 ppm de
3,6-D las velocidades de crecimiento respectivas fueron menores - 
que las del control, lo que se observa mas claramente en la cepa 
Ts-7; asi en este caso los periodos de latencia no han sido pues 
tos en evidencia (fig. 17).
No insistiremos mâs sobre los efectos de los herbicidas 
en funciân del pH del medio, lo que séria objeto de amplios estu- 
dios que podrian abordarse posteriormente al trabajo de esta tesis.
En la tabla 25 se muestra la modificaciân del pH inicial 
del medio de cultivo, Rh^, (6,8 6 5,5) por las distintas cepas y - 
segün el tratamiento herbicida.
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Tabla 25* Efecto del crecimiento* de Rhizobium spp. en la modifi- 
cacidn del pH inicial del medio de cultivo Rh^, en ausencia y pre 




A pH inicial 6,8
Control 7,6 7,2 6,6
Picloram (400) 7,6 7,0 6,5
3,6-D (1000) 7,6 6,7 6,5
A pH inicial 5,5
Control 7,5 6,5 6,0
Picloram (400) 7,4 6,4 5,0
3,6-D (1000) 7,5 5,7 5,4
I hasta la fase estacionaria
3.2.4. Efecto en la viabilidad
Los ensayos de viabilidad en presencia de herbicida se 
plantearon con el objeto de aclarar la naturaleza del periodo de 
latencia observado en el crecimiento de los rizobios a partir de 
cierta dosis de herbicida. Para ello, fueron realizados recuentos 
de viables a intervalos de tiempo distintos, segun la cepa, y du 
rante un periodo no superior al tiempo de latencia obtenido para 
las dosis mâs altas de ensayo de cada herbicida. Asi, de los re­
sultados recogidos en la tabla 26., se deduce que, para todas las
— 140—











6 12 3 6 2 4
Control 17 29 28 42 6,3 8,1
Picloram
50 16 26 28 44 6,5 8,4
200 14 22 25 40 6,1 7,8
400 12 17 23 35 5,7 7,0
3,6—D
100 18 27 27 40 6,2 8,4
500 16 23 24 37 6,0 7,7
1000 14 16 19 27 5,2 6,8
Y
1) Recuento de viables en plaça (xlO ).
2) Tiempo de exposicidn al herbicida. « Y
- Los„recuentos medios a tiempo cero fueron 13x10 , l8xlO y —  
4,4x10 cdlulas/ml para las cepas B-7, Ca-7 y Ts-7 respectivamen
te.
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cepas, el niîmero de viables se mantuvo prâcticamente constante - 
durante el periodo de latencia del cultivo, como se observa cla­
ramente al comparar los recuentos,en presencia de 400 ppm de pi­
cloram y 1000 ppm de 3,6-D,con los tiempos de latencia correspon 
dientes, dados en la tabla 24; asimismo,a dosis menores, el nüm^ 
ro de viables se vi6 variablemente incrementado, refiejando tiera 
pos de latencia distintos.
3.2.5. Utilizaciôn de los herbicidas como fuente de carbono y e- 
nergia
Ninguno de los compuestos picloram 6 3,6-D, fue ütil - 
como fuente de carbono y energia en ninguna de las tres cepas, ba 
jo ensayo, B-7, Ca-7, Tr-7, cuando fueron incluidos en un medio - 
de cultivo definido, libre de fuente carbonada,y a la concentra- 
ci6n de 100-200 ppm de herbicida. Tampoco los mismos rizobios a- 
daptados al herbicida, es decir cultivados previamente en el me­
dio definido completo y en presencia de herbicida, fueron capaces 
de utilizer ninguno de los compuestos. Asi, no hubo crecimiento - 
del cultivo liquido en ningun caso sin la presencia de fuente de 
carbono adicional; partiendo de una densidad dptica inicial, a - 
550 nm, de 0,1 s6lo se obtuvo un incremento despreciable de la - 
misma, hasta 0,13-0,15, que era alcanzado durante el primer perio 
do de incubaciôn para luego permanecer constante antes de decre- 
cer.
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3*2.6. Efectos en el consiuno de oxfgeno
Los efectos de la adlcl6n de herbicida en la respira- - 
ci6n de células no expuestas anteriormente al mismo, en condicio­
nes de no crecimiento y con manitol como sustrato, resultaron ser 
semejantes en las tres cepas de Rhizobium ensayadas. Las respues- 
tas pueden observarse en las siguientes figuras (18 a 21) y otros 








Fig. 18. Efecto de la adicidn de picloram en el consumo de 0^ de 
una suspension de células, en tampOn pH 7 y manitol de la cepa 





Pig. 19#Efecto de la adicidn de 3,6-D en cl consumo de 
O2 de una suspension de cOlulas, de la cepa B-7, en tarn 
pdn pH 7 y manitol. A Control, ▲ 500 ppm.
La adiciOn de picloram produjo aumento del consume de 
Og, resultando pricticamente igual en el intervalo de dosis de - 
ensayo (fig. 18 ), en todas las cepas estudiadas. El efecto fue a 
preciable desde el momento de la puesta en contacte de las célu­
las con el herbicida, cuando se tratO de las cepas B-7 y Tr-7, - 
(fig.18 y 20). Sin embargo,parece observarse un periodo de laten 
cia en la apariciOn de la respuesta en la cepa Ca-7 (fig. 2l). 
Quizâ las diferencias cuali y cuantitativas del mucilage extra- 
celular producido por las distintas cepas, pudiera influir en - 
la rapidez de la respuesta.





Pig. 20. Efecto de la adiciôn de picloram (■ 300 ppm) 
y 3,6-D (a  500 ppm) en el consume de O2 de una suspen 
si6n de cëlulas, en tampon pH 7 y manitol, de la ce-~ 
pa Tr-7. • Control.
afect6 el consximo de Og a ninguna de las dosis de ensayo, 100 y 
1000 ppm, (fig. 19 a 21) concentracidn esta ultima, que produjo - 
un notorio retardo en el crecimiento en todas las cepas (tabla 23).
Por otra parte, cuando las células de Rhizobium habfan 
sido cultivadas en presencia de herbicida,la respiracidn no se - 
vi6 prâcticamente afectada, obteniéndose el mismo grado de consu­
me de oxfgeno, tanto si estaba presente el herbicida come en el 
caso de que hubiese sido eliminado. Estos ensayos se reallzaron 









Pig. 21. Efecto de la adicidn de picloram (« 300 ppm) y 3,6-D -
( a  500 ppm) en el consumo de O2 de una suspensidn de células, en 
tampon pH 7 y manitol de la cepa Ca-7.# Control.
se expusieron en el apartado 2.2.3.4. de Material y Métodos.
La respuesta de las cepas cultivadas en presencia de pi 
cloram se muestra en la fig. 22, mientras que la de las cepas a- 












Fig. 22. Consumo de 0^» en presencia(■)y ausencia(«lde picloram 
(300 ppm), por células suspendidas en tampon pH 7 y manitol las 
cuales hablan sido cultivadas en presencia de 300 ppm del herbi­












Fig. 23. Consumo de O2 , en presencia (■) y ausencia (•) de 3,6-D 
(500 ppm), por células suspendidas en tamp6n pH 7 y manitol, las 
cuales hablan sido cultivadas en presencia de 500 ppm del herbi­
cida. En fig. A, cepa Ca-7 y en fig. B, cepa B-7.
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3.2.7. Efectos en el contenldo de RNA y prôtelna celular
Entre los posibles efectos de los herbicidas en el me- 
tabolismo celularo en los niveles de constituyentes celulares que 
pudieran ser modificados por la presencia de herbicida, nos han - 
interesado fundamentalmente, el contenido de RNA y protefna, ya 
que, sobre todo el primero se ha visto aumentado o disminuido con 
frecuencia en plantas, dependiendo de la especie vegetal y segdn 
se trate de tejido meristemâtico o maduro.
De las dos concentraciones de herbicidas ensayadas, la 
mas baja no habfa producido efecto aparente en el crecimiento —  
(s6lo en la cepa B-7 hubo un pequefio retardo); por el contrario, 
la dosis mâs alta lo habla afectado en las tres cepas, segdn re- 
sultados anteriormente expuestos (apartado 3.2.3.).
En los resultados que se presentan en la tabla 26 se - 
observa que los niveles de protèfna en todas las cepas fueron in 
dependientes del tratamiento herbicida. Sin embargo, parece exi£ 
tir un ligero aumento en el contenido de RNA, a todas las dosis 
de picloram y 3,6-D, mâximo en la cepa B-7 (13% por término me­
dio) y poco apreclable en la cepa Ts-7, en las condiciones del en- 
sayo.
3.2.8. Sensibilidad relativa a los herbicidas de mutantes, sen­
sible y résistantes a antibidticos
Estes ensayos se han llevado a cabo con el interés de - 
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salvaje en relacidn con la sensibilidad a los herbicidas.
Se han utilizado los siguientes mutantes: cepa Ca-7 y 
lo.s do8 resistentes a antibidticos, Ca-7 Strep* (resistente a - 
250ytcg de estreptomicina/ml) y Ca-7 Strep* Kan* (resistente a - 
250 yzg de estreptomicina + 200 ytg de kanamicina).
En la figura 24 se muestran las curvas de crecimiento 
del mutante sensible y del resistente Ca-7 Strep* Kan*, cuando e 
ran cultivados en ausencia y presencia de 3,6-D (1000 ppm), ha- 
biéndose obtenido semejantes resultados con el otro mutante resis 
tente. Con el picloram (400 ppm) se obtuvo, esencialmente, el mi£ 
mo resultado. Las velocidades de crecimientos de los tres mutan­
tes fueron muy semejantes entre sf y se mantuvieron en presencia 
de los herbicidas; asimismo, los periodos de latencia correspon 
dientes al picloram y 3,6-D, a las dosis de ensayo, fueron inde- 
pendientes del mutante, como se observa en la citada figura ele- 
gida como representative..
3.2.9. Efectos en relacidn con la resistencia a. antibidticos
Todas las cepas de Rhizobium ensayadas presentaron la - 
misma sensibilidad frente a distintas dosis de estreptomicina y - 
kanamicina, tanto si habian sido cultivadas en ausencia como en 
presencia de picloram (400 ppm) 6 3,6-D (1000 ppm), como muestran 
los resultados de la tabla 27. No s6lo el halo de inhibicidn del 
crecimiento fue semejante en todos los casos, sino que dentro de 
los mismos no se observaron diferencias significativas en la apa-
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rici6n de colonies resistentes a los antibidticos con el trata­
miento herbicida al que fueron sometidos los rizobios.
3.2.10. Efectos en la simbiosis Rhizobium-leguminosa
Nos han interesado las consecuencias de la accidn del- 
herbicida en los rizobios -cuando son cultivados en su presencia- 
en la fijacidn de Ng en simbiosis con la leguminosa. La actividad 
nitrogenasa de los nddulos ha sido aquf considerada como el prin­
cipal pardmetro para estiraar la eficiencia en la fijacidn de Ng.
Segun el sistema Rhizobium-1eguminosa de que se trate, 
la actividad nitrogenasa de los nddulos (con acetileno como sus- 
trato), dependiendo de las condiciones de ensayo, presents un in 
tervalo de tiempo, mâs o menos amplio, en el que se obtiene una - 
relacidn lineal. La relacidn actividad nitrogenasa-tiempo, para - 
los distintos sistemas Rhizobium-leguminosa, se represents en la 
figura 25* Sdlamente en el caso de los nddulos de Cicer arietinum 
parece existir un corto periodo de latencia necesario, quizâs, pa 
ra la penetracidn del acetileno al interior de los mismos. En los 
otros casos, la reduccidn de acetileno comenzd, aparentemente, de 
inmediato. Ante las relaciones observadas, las determinaciones de 
la actividad nitrogenasa para los distintos tratamientos herbici 
das, fueron obtenidas después de una hora de exposicién de los - 
nédulos al acetileno; y ya que, en todos los casos la actividad - 
fue constante al menos durante dos horas, existe un suficiente 
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Fig. 25# Actividad nitrogenasa de nôdulos producidos por las ce­
pas Ts -7f B-7 y Ca-7 en Trifolium subterraneum, Lotus peduncula- 
tus y Cicer arietinum respectivamente. A tiempo cero segmentos ■ 
de ra£z con nôdulos fueron puestos en contacte con acetileno al 
10^ en aire.
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Tabla 27» Valores de pardmetros relacionados con la infectividad 
y fijacidn de de la cepa Ca-7 de Rhizobium, en simbiosis con 




















Pi cl or am
0 13,3±2,1 35,0 0,23 1,02
50 12,8+0,9 40,3 0,27 0,99
200 12,7+2,5 47,0 0,28 0,98
400 14,5+2,1 52,6 0,32 1,01
3 • 6-D
0 12,6^2,6 31,6 0, 19 0,99
100 12,3+2,8 49,3 0, 28 1,05
500 12,8+2,5 47,0 0,30 0,98
1000 12,9+1,6 39,3 0, 19 0,97
n Los valores son la media + el error estandar de un mfnimo de - 
seis determinaciones.
- El resto de los datos son la media de tres valores, cada uno - 
obtenido de cuatro plantas del mismo tiesto.
Los efectos producidos por los herbicidas en Rhizobium 
spp., en cuanto a su capacidad de infeccidn y eficiencia en la - 
fijaciôn de Ng, se refiejan en los distintos parâmetros incluf-
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Tabla 28. Valores de parâmetros relacionados con la infectividad 
y fijacidn de de la cepa Ts-7 de Rhizobium, en simbiosis con 







do por nôdulos 













0 28,5+4,5 57,6 0,11 0,86
50 16,1+4,3 64,3 0, 12 0,74
400 14,0+2,1 31,3 0,09 0,65
3 f 6-D
0 27,6+2,4 51,6 0, 10 0,82
100 22,8+4,6 66,3 0,13 0,79
1000 22,9+6,8 60,0 0, 12 0,76
X Los valores son la media + el error estandar de un mfnimo de - 
seis determinaciones.
- El resto de los datos son la media de tres valores, cada uno - 
obtenido de seis plantas del mismo tiesto.
do8 en las tablas 27, 28 y 29, las cuales recogen, respectivamen 
te los resultados obtenidos para los diferentes sistemas Rhizo- 
bium-leguminosa ensayados. Los resultados expuestos en las tablas 
27 y28 fueron obtenidos a partir de plantas correspondientes a dos 
expertencias, o repeticiones por dosis de herbicida, siendo los -
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Tabla 29* Valores de pardmetros relacionados con la infectividad 
y fijaciôn de de la cepa B-7 de Rhizobium, en simbiosis con - 







do por nôdulos 









de la plan 
ta
(g)
Control 22,4+7,1 23,3 0,014 0,023
Picloram
50 23 f 1+.5 f 6 26,3 0,014 0,023
200 15,8+5,2 23,0 0,009 0,020
400 11,4+6,3 19,0 0,008 0,019
3,6-D •
100 17,6+6,5 25,3 0,015 0,020
500 9,5+3,2 26,6 0,011 0,017
1000 7,9+4,5 20,6 0,004 0,010
X Los valores son la media + el error estandar de un mfnimo de - 
cuatro determinaciones.
- Asimismo, el resto de los datos son la media de los valores - 
obtenidos con un mfnimo de cuatro plantas.
inôculos en cada experiencia procédantes de dos cultivos distin­
tos del mismo Rhizobium. Los valores correspondientes a Lotus sp. 
recogidos en la tabla 29, fueron obtenidos a partir de seis plan­
tas por tratamiento herbicida, inoculadas cada dos con células -
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procedentes de un mismo cultivo de Rhizobium.
La actividad nitrogenasa de los nôdulos de Cicer sp. - 
no se viô afectada a ninguno de los distintos pretratamientos 
herbicidas aplicados al Rhizobium. Por otra parte, se obtuvo efec 
to positive en la nodulaciôn; asi,tanto el ndmero de nôdulos por 
planta como el peso fresco de los mismos fueron ligeramente incr£ 
mentados. Sin embargo, los nôdulos de trébol presentaron activi­
dad nitrogenasa inferior a la obtenida para el control, con lige- 
ras diferencias en el caso del 3,6-D y mâs apreciables en el caso 
del picloram, Paralelamente el peso seco de la parte aerea de la 
planta disminuyô, no ocurriendo lo mismo en cuanto a la nodula- - 
ciôn, excepto en el caso de los rizobios cultivados en presencia 
de 400 ppm de picloram en el que se presentô reducciôn. También 
hubo desminuciôn de la actividad nitrogenasa en nôdulos de Lotus 
sp. para ciertas dosis de picloram y 3,6-D con ligero efecto so­
bre el desarrollo de la planta, coïncidente con las actividades 
fijadoras de Rg nnâs bajas. Parece observarse cierta reducciôn de 
la nodulaciôn a las dosis mâs altas para los dos herbicidas bajo 
ensayo, mâs que en el numéro, en el tamaho de los nôdulos.
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4. D I S C U S I O N
4.1. Efectos de picloram y 3,6-D en la nltrlficaclôn
Los efectos de compuestos qulmicos sobre el proceso de 
Nitrificaciôn, ademâs de por su Importancla en el suelo, han sido 
frecuentemente abordados ante la consideraclôn de tal proceso co_ 
mo indicador del posible efecto ejercido sobre el equillbrio de 
la microflora que sustenta el mismo, como sugieren diversos auto_ 
res (Alexander, 1965^; Domsch y Paul, 1974). Nuestros resultados 
muy bien podrlan estar en apoyo de tal consideraciôn como se dls_ 
cutirâ mâs adelante.
Por otra parte, los resultados obtenidos en el présente 
trabajo sobre Nitrosomonas euronaea y Nitrobacter agilis en cult^ 
vo puro, revelan efectos en especies de autotrofos nitrificantes 
de distribuciân muy comdn en la mayorfa de los suelos. Ademâs - 
existe una gran similitud fisiolôgica entre las distintas espe_- 
cies de los nitrificantes autotrofos que es, en parte, la raz6n 
de la reconocida sensibilidad de los mismos a la influencia del - 
habitat. Por todo ello, en este caso, los resultados obtenidos en 
cultivo puro serlan de especial valor indicativo del efecto poten 
cial de los herbicidas estudiados sobre el proceso de nitrifica_- 
ci6n en el suelo aunque, por otra parte, la extrapolaciôn a las 
condiciones en que se hallan las bacterias en el mismo séria, en 
el caso de los nitrificantes autotrofos, especialmente objstable, 
pudiendose esperar que en suelo>, por las interacciones con la com_ 
pleja microflora que este sustenta y las condiciones fisico- —
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- qufmlcas partlculares, la cinética e incluso, poslblemente, el 
mecanlemo de nltrlflcaciôn difleran considerablemente. Asl efec__- 
tos primaries ejercidos por compuestos qulmicos sobre otra micro__ 
flora, distinta que la autotrofa nitrificante, podrlan indirecta_ 
mente tener consecuencias decisivas sobre el proceso de nitrifies 
ciôn.
Los datos obtenidos de cultivos puros nos brindan, som­
bre todo, un complemento necesario para una mejor interpretaciôn 
de muchos de los resultados obtenidos en suelo y la elecciôn de - 
la experimentaciôn en suelo "in vitro" frente a la experimenta_- 
ciôn "in situ", una forma ütil para poder controlar, en cierta me 
dida, una serie de factores ambientales extemos de considerable 
influencia en el proceso de nitrificaciôn.
4.1.1. Efectos sobre nitrificantes en cultivo puro
Tanto el picloram como el 3,6 D, compuestos muy semejan 
tes en su estructura qulmica, resultaron inocuos en las cepas de - 
N.europaea y N.agilis bajo ensayo cuando fueron incorporados al 
medio de cultivo como productos puros y a dosis hasta los respec_ 
tivos limites de solubilidad en agua, dosis en general, muy supe_ 
riores a las utilizadas en la prâctica agricole.
A pesar de la pretendida inocuidad sobre los seres vivos 
del resto de los componentes qulmicos, distintos del pro duc to ac__ 
tivo, incluldos en las formulaciones herbicidas, con frecuencia, 
estas exhiben toxicidad cuando se trata de nitrificantes autotro-
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fos. Entre el escaso nümero de trabajos que abordan el estudio so­
bre autotrofos nitrificantes en cultivo puro, algunos incluyen a - 
la vez ensayos del products puro y las formulaciones comerciales. 
Caseley y Luckwill (1965) obtuvieron para la mayorla de los herbi­
cidas derivados de urea y triazinas probadas, una nula o baja toxl 
cidad del compuesto puro, mientras la inhibicidn fue notable por - 
parte de los productos formulados. Al mismo tiempo, los heterotro- 
fos ensayados no fueron sensibles a las mismas formulaciones, Rat- 
nayake y Audus (1978) también refieren inhibiciôn de nitrificantes 
por formulaciones que no son atribuibles al compuesto activo. En - 
nuestro trabajo asi ocurrié con picloram y su formulacién Tordon - 
22K, resultando la dltima tdxica tanto para N.europaea como N.agi- 
lis, mientras que el picloram puro no fue téxico (tabla 15). Sin - 
embargo, los resultados obtenidos con Lontrel 300 (formulaciôn del
3.6-D) revelaron, la inocuidad de la sal de monoetanolamina del -
3.6-D ademâs de la del resto de los componentes de esta formulaciôn.
A pesar de la diferencia de actividades, sobre todo de - 
N.europaea, en los distintos medios y condiciones de cultivo bajo 
ensayo (fig. 10 y 11) el efecto del picloram y 3,6-D sobre los dos - 
nitrificantes ensayados fue independiente de los mismos, observan- 
dose solo en algunos casos ligeras diferencias en el tiempo de adap 
taciôn. Asl, ni las diferentes concentraciones de cationes como Fe^ "*^ 
y Mg^* en los distintos medios, ni su diferente capacidad tampôn - 
(apen. 1,1 a 1,5) parecen influir en el efecto de los herbicidas so­
bre estes autotrofos. En algunos casos la adiciôn de herbicida su- 
puso una notable diferencia en el pH final del medio de cultivo, - 
pero la prolongaciôn del periodo de latencia no parece estar rela- 
cionada con estas variaciones del pH (comparar tabla 17 y 18),
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4.1.2. Efectos sobre la nitrificaciôn de suelo
La cinética de la actividad nitrificante del suelo uti 
lizado en este estudio,en condiciones de percolaciôn y suplemento 
de S0^(NH^)2 (N-NH^-100 ^ g/ml), tanto en ausencia como en presen_- 
cia de las distintas dosis de los herbicidas objeto de ensayo, se 
ajustô a curvas repre s entâtivas de un crecimiento exponcncial tl_ 
picamente bacteriano, por lo que se consideran las actividades ob 
tenidas en todos los casos,fundamentalmente, debidas a nitrifica_- 
ciôn autotrofa mas que a la actividad de hongos y actinomicetos, 
microorganismos a los que se atribuye,en gran parte, la nitrifica 
ciôn heterotrofa. El anâlisis estadistico de las ecuaciones resul 
tantes del ajuste exponencial de los valores expérimentales, reco 
gido en las. tablas 5 y 10, muestra la bondad de dichos ajustes, - 
reflejada en sus coeficientes de variaciôn.
En nuestros ensayos de percolaciôn de suelo ciertas do_ 
sis de picloram (las intermedias entre las ensayados) produjeron 
considerable alteraciôn aunque transiteria de la nitrificaciôn - 
(figuras 2 a 5). Apuntaremos, ademâs, que los niveles de nitratos 
acumulados en la soluciôn percoladora, en funciôn del tiempo y - 
correspondientes a la actividad nitrificante en presencia de 50 y 
200 ppm fueron los que presentaron peores ajustes a las ecuaciones de 
crecimiento exponencial (coeficientes de variaciôn mayores), se__ - 
gân tabla 5.
Debemos considérer para la interpretaciôn de estes re_- 
sultados, la baja o nula toxicidad del producto puro, picloram.
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antes citada sobre los microorganismos nitrificantes en cultivo 
puro, frente al efecto tôxico de su formulaciôn, forma en que fue 
aplicado en estos ensayos de percolaciôn. Sin embargo esta posi_- 
ble toxicidad del products formulado no parece explicar las alte__ 
raciones de la nitrificaciôn en el suelo,observadas en el interva 
lo de dosis 50 - 200 ppm de picloram en el sistema de suelo en - 
percolaciôn,ya que la intensidad del efecto en este intervals de 
concentraciones resultô inversa a la dosis, siendo casi anulado a 
400 ppm (tabla 6).
Los constituyentes, aparté del products activo, de - 
las formulaciones herbicidas suelen ser compuestos qulmicos muy 
lâbiles a la acciôn de los microorganismos, por lo que, en gene_- 
ral el suelo ejerce una acciôn protectora de los mismos frente al 
componente o componentes tôxicos de las formulaciones, debido a - 
una degradaciôn biolôgica, o a veces a la implicaciôn de otros 
procesos. Esta posibilidad parece mâs probable que una posible s£ 
lectividad de efecto del tôxico sobre las bacterias nitrificantes 
distinto, para las cepas ensayadas que para la poblaciôn nativa - 
del suelo bajo estudio.
Estas alteraciones de la nitrificaciôn podrlan ser dis__ 
cutidas en términos ecolôgicos.
Los nitrificantes autotrofos muestran gran sensibilidad 
a las alteraciones de su habitat, aunque se desconoce aun casi - 
todo sobre las influencias del microambiente, sobre todo,cambios 
en la composiciôn del resto de la microflora ( ^ a l i c k a y  Sobieszanski
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1969; McLaren y Ardakani, 1972). Actualmente son de gran interés 
los estudios del comportamiento de las bacterias autotrofas nitri 
ficantes cuando se hallan en el suelo en un microambiente ecolégi 
co particular (McLaren, 1971); se han formulado hipétesis como la 
posible simbiosis autotrofos-beterotrofos ante el frecuente efec_ 
to inhibitorio de muchos compuestos sobre los nitrificantes en - 
cultivo puro, que no es encontrado en la actividad nitrificante en 
suelo (Lees y Quastel, 1946; Alexander, 1965b). También han sido, a 
menudo, observadas diferencias de comportamiento segdn se trate de 
suelo estructuralmente alterado o no (Torstensson, 1974, Gros8_- 
bard, 1976). Asi la acumulacién de nitritos, en estos suelos pa_ 
rece ocurrir a concentraciones relativamente bajas, respecto a - 
cuando son aplicados a suelos no alterados, explicandose en este - 
sentido muchas de las diferencias de sensibilidad a un téxico en_ 
contradas en distintos trabajos.
La estimulacién de heterotrofos a ciertas dosis de pi_- 
cloram podria ser causa indirecta de la inhibicién temporal de - 
la nitrificaciôn obtenida a las citadas dosis del herbicida. Los 
microorganismos se presentan en el suelo, a menudo ,en condiciones 
de ayuno nutricional. El efecto de posibles fuentes de energla - 
adicional, taies como herbicidas, o los constituyentes de su for_ 
mulaciôn,a dosis no tôxicas, pueden causar variaciones temporales 
de la actividad de la microflora del suelo o del metabolismo y pa 
trônes de crecimiento de ciertos microorganismos (Gray, 1970). En 
muchos casos la alteraciôn del equilibrio ecolôgico del suelo por 
herbicidas es transitoria y de pequeha significancia escapando - 
asi a la detecciôn (Goring, 1970).
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En el caso del picloram hay evidéncias suficientes de 
alteraciôn en la microflora del suelo. Asl la misma formulaciôn 
que la empleada en nuestros ensayos, Tordon 22K, aplicada a sue_- 
los incuhados hajo condiciones controladas de laboratorio,produjo 
aumento del consumo de Og a 100 y 300 ppm, mientras que se obtu­
vo estlmulo de la respiraciôn a dosis mas bajas,como 10 y 30 ppm. 
Paralelamente el desprendimiento de COg no se viô afectado a nin_ 
guna de las concentraciones (Grover, 1972). Whitworth y col (1965) 
hablan referido anteriormente estimulaciôn del consumo de Og a 
24 y 48 Kg/Ha de picloram, lo mismo que van Schreven y col. (1970) a 
5 Kg/Ha, mientras que dosis superiores e inferiores a la anterior 
no resultaron estimulantes. A la vez ha sido referida estimulaciôn 
de grupos microbianos heterotrôficos determinados, con la aplicaciôn 
de picloram a dosis prôximas a las de uso agrlcola, en expertencias 
realizadas en suelo "in situ", como por ejemplo,bacterias amonifi- 
cantes (Tu y Bollen, 1969 ? Goguadze y col., 1972), y de la pobla 
ciôn de hongos (Goguadze y col., 1972 ; Bezuglov y col., 1973). - 
Un efecto indirecto de la aplicaciôn de picloram sobre la flora - 
nitrificante autotrofa podria ocurrir a causa de la estimulaciôn 
de la flora heterotrofa, ya sea por su posible antagonisme o por 
crear en el suelo condiciones microecolôgicasjtransitorias o no, 
desfavorables a la flora nitrificante, bajo ciertas dosis de tra__ 
tamiento. Asi,pueden existir microambientes anaerôbicos incluso, 
en suelos bien aireados si la demanda biolôgica de oxigeno excede 
la velocidad de difusiôn de este elemento en el suelo (Alexander, 
1977). Igualmente en cuanto a pH se pueden dar diferencias micro_ 
ambientales subyacentes a las determinaciones de pH de las mues__-
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tras de suelo, variaciones, por otra parte, de gran importancia 
ante la sensibilidad de la actividad de los nitrificantes autotro 
fos a variaciones de pH,incluso no muy pronunciadas.Domsch y Paul 
(1974) comparando los valores expérimentales obtenidos en 8iste_- 
mas de suelo en percolaciôn con curvas correspondientes a modelos 
teôricos de inhibiciôn, encontraron en algunos casos una clara rela- 
ciôn entre inhibiciôn y variaciôn del pH con el tiempo.
En cuanto a la posibilidad de que la acumulaciôn anôma^ 
la de nitritos con picloram, sobre todo a 50 ppm,(figura 5) pu_- 
diera contribuir la estimulaciôn de heterotrofos nitrificantes 
oxidantes de NH^ '*’, no tenemos datos expérimentales, lo cual po_- 
dria ser objeto de posteriores estudios. Los actinomicetos y bac_ 
terias heterotroficas nitrificantes parecen producir preferente_- 
mente nitrite como producto final de la nitrificaciôn (Doxtader y 
Alexander, 1966 ; Verstraete y Alexander, 1972; Witzel y Overbeck 
1979),mientras los hongos producirian ademâs de nitrito, nitrato a 
partir de amonio (Marshall y Alexander, 1962). Aunque la capaci_- 
dad nitrificante de los heterotrofos es baja comparada con la de 
las bacterias autotrofas nitrificantes (Gode y Overbeck, 1972; 
Pocht y Verstraete, 1977) esto podria ser compensado por su densi 
dad de poblaciôn en el suelo.
Por otra parte, considerando solo la actividad nitrifi__ 
cante autotrofa, la acumulaciôn de nitritos supone mayor sensibi_ 
lidad por parte de la flora nitratante del suelo que de la nitro__ 
santé al presentar la primera una mâs prolongada fase de latencia.
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Las inhibiclones observadas en la nitrificaciôn en pre­
sencia de picloram,fueron en todos los casos transitorias y nunca 
se obtuvieron velocidades mâximas de nitrificaciôn muy diferentes 
a las del control sin herbicida. En presencia de 400 ppm la veloci^ 
dad œâxima fue incluso superior, al mismo tiempo que la cinética - 
de la nitrificaciôn resultô semejante a la del control. Todo ello 
apoyarfa el escaso efecto directo del herbicida, y formulaciôn her 
bicida, sobre los nitrificantes autotrofos del suelo en percola- - 
ciôn. A la vez, la actividad de Nitrobacter agilis, a esta dosis 
de picloram, resultô ligeramente estimulada después de un cierto - 
periodo de adaptaciôn. La flora heterotrofa antagonista podria re 
sultar, a la mâs alta dosis de picloram de las ensayadas, bien in 
hibida, o al menos no estimulada por el herbicida. Asi, Ratnayake 
y Audus (1978), al comparar los parâmetros de crecimiento obteni­
dos para cultivos puros de nitrificantes autotrofos con los de la 
nitrificaciôn de suelo en percolaciôn, no encontraron relaciôn, so 
bre todo, en cuanto a los efectos observados en los oxidantes de - 
NH^; ademâs la estimulaciôn obtenida en suelo, por efecto de algu­
nos herbicidas, tampoco ocurriô en los organismes nitrificantes en 
cultivo puro, sugiriendo estos autores que podria ser debida a la 
inhibiciôn de microorganismos antagonistas de los nitrificantes.
Por otra parte, los nitrificantes multiplican su numéro hasta lo - 
que permite la capacidad de soporte por parte de la superficie de 
las particulas de suelo y, al menos que éste haya sido previamente 
esterilizado y luego inoculado con nitrificantes, otros organismes 
podrian ocupar también parte de la superficie intrinseca del suelo 
dtil al crecimiento de los nitrificantes (Mclaren y Ardakani,1972),
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compitiendo, asf, por el nioho ecolôgico.
En el trabajo de Debona y Audus (1970), utilizando téc 
nicas de percolaciôn en ensayos con una amplia variedad de herbl 
cidas se refiere,que las velocidades mâximas de formaciôn de n^ 
tratos en presencia de clortiamid no resultaron proporcionales a 
la dosis de herbicida. Asl a 50 ppm disminuyô considerablemente 
este parâmetro respecto del control; mientras que a una dosis - 
doble fue mayor, aunque fue, a la vez, retardado el inicio de la 
nitrificaciôn. Ademâs, las velocidades de nitrificaciôn, en ausen 
cia de herbicida y en presencia de 100 ppm, fueron similares en - 
suelo previamente enriquecido en nitrificantes, mientras a 50 ppm 
fue significativamente reducida. Casos semejantes, con mayor in­
tensidad de efecto a dosis intermedias de ensayo, fueron referi­
do s por Vlassak (1975) para otras actividades del suelo.
Los efectos obtenidos en la nitrificaciôn a dosis ba­
jas de picloram, en estas experiencias con suelo en percolaciôn, 
no parecen deberse a la reducciôn de la poblaciôn de nitrifican­
tes, como se desprende del estudio de la evoluciôn de la pobla­
ciôn viable realizado en el mismo suelo, en condiciones de incu- 
baciôn (fig. 9 )• Ademâs, aunque la actividad de los nitrifican­
tes autotrofos es fâcilmente alterada por influencia de las con­
diciones ambientales, estos microorganismos pueden sobrevivir en 
ambiantes desfavorables durante prolongados periodos de tiempo,- 
aunque no puedan crecer (Painter, 1970).
Los efectos de los herbicidas en la evoluciôn de la po-
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blaciôn viable nitrificante se estudiaron eïi suelos incubados an­
te las dificultades que suponia el muestreo en los percoladores.- 
Aunque no sea exacto extrapolar los resultados asi obtenidos a las 
condiciones de percolacidn, si pueden éstos indicar que los efec- 
tos observados en la nitrificacidn de suelo en percolacidn ten- - 
drian mâs que ver con un efecto del herbicida en la actividad o - 
prollferacidn, que en la viabilidad de los nitrificantes*
En principio un compuesto quimico es accesible a los mi­
cro organismo s en la medida en que se disuelve en la fase acuosa - 
del suelo, asi las concentraciones en los ensayos en suelos incuba 
dos, se han considerado en base a la fase liquida y estuvieron en 
el mismo rango que las ensayadas en las experiencias realizadas en 
condiciones de percolacidn. El suelo durante la incubacidn se man- 
tuvo, a lo largo del ensayo, a una humedad del 80% de su capacidad 
de campo, contenido en agua al cual todas las particulas del sue­
lo se consideran embebidas en el liquido y que ha sido considerado 
por muchos autores como dentro del rango de humedad dptimo para la 
actividad nitrificante. Sin embargo, no pretendemos comparar los £ 
fectos obtenidos en suelo en percolacidn, con los obtenidos en sue 
los incubados a dosis iguales de herbicida, ya que habia que tener 
en cuenta factores como la adsorcidn a las particulas del suelo. A 
pH alcalino, tanto el picloram como el 5,6-D (los pK respectiVos - 
son 4,2 y 3,7) se encontrarian, principalmente, en forma idnica - 
presentando, asi, una baja adsorcidn (Hamaker y col., 1966). Por o 
tra parte, las propiedades de adsorci&n de estos compuestos, a 
los coloides o a las particulas minérales del suelo, serian impor­
tantes, ya que se ha considerado que los nitrificantes autotrofos
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tienen su localizaciôn especlfica en la superficie de las partfcu
las minérales (Lees y Quastel, 1946), o en lugares del suelo de -
intercambio de iones (NH^) (McLaren y Ardakani, 1972).
Los efectos producidos por la formulaciôn del 3,6-D uti
lizada en los ensayos de percolaciôn de suelo, estân de acuerdo -
con la tolerancia observada para la misma, asi como para el 3,6-D 
puro, en Nitrosomonas europaea y Nitrobacter agilis en cultivo pu 
ro.
A diferencia de lo ocurrido con picloram, el producto - 
formulado del 3,6-D produjo estimulacidn de la nitrificaciôn, me­
ner a medida que aumentô la dosis, llegando, incluso, a presentar 
se cierto retardo a 1000 ppm de 3,6-D (fig. 6 )• El ligero efecto 
estlmulante que parece observarse en N. agilis en cultivo puro no 
es suficiente para explicar los anteriores resultados, ademâs de 
que la estimulacidn obtenida en la nitrificaciôn global, ocurriô 
paralelamente en la oxidacidn de NH^ a NOg, mientras N. europaea, 
en cultivo puro, no se vi6 afectada (tabla 15).
La formulacidn utilizada incluye el 3,6-1) como s al de 
etanolamina y, aün no siendo este ultimo compuesto util alos auto­
trofos nitrificantes como sustrato oxidable,cabe la posibilidad de 
que la etanolamina tenga efectos en la nitrificacion. Los efectos 
de algunas aminas en la nitrificaciôn de suelo, han sido observa­
dos por Quastel y Scholefield (1951) y Lees y Quastel (1946). Es­
tos autores encontraron que estoscompuestos eran nitrificados con 
gran retraso respecto del NH^. Ademâs un suelo pretratado con eta
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nolamina produjo NO^ a partir de C1NH]J, a velocidad constante sin 
periodo de latencia inicial. La etanolamina, por otra parte, no - 
afeotd la respiracidn de suelos enriquecidos en nitrificantes por 
pretratamiento con CINH^. Todo esto sugiere que la etanolamina no 
inhibe la oxidacidn de NH^ a cargo de los nitrificantes y, por o- 
tra parte, parece ser que no es oxidada directamente por los nitrl 
ficantes autotrofos, debiendo ser atacada previamente por la flo­
ra heterotrofa con liberacidn del NH^. Ya que los niveles mâximos de 
NO^ obtenidos para los distintos tratamientos, fueron diferentes 
de los del control, no parece que la estimulacidn sea debida a ni 
trificacidn de la etanolamina, salvo que, dado que el herbicida e£ 
tuvo en contacte con el suelo de 24 a 48 horas antes de que fuera 
realizada la percolacidn, alguna liberacidn de NH^ ocurriese y la 
flora nitrificante iniciase su proliferacidn antes que el control 
sin herbicida.
No podemos explicar el efecto estimulante producido por 
este herbicida en la nitrificaCidn de suelo en percolacidn, que - 
podria responder a un efecto primario en la oxidacidn de NH^ y e£ 
tarla de acuerdo con la evolucidn de la poblacidn nitrificante ob 
servada en suelos incubados (fig. 9).
Los ensayos de nitrificacidn de diluciones de suelo se 
plantearon con el objeto de tener una aproximacidn de los efectos 
de Ids herbicidas en este proceso y en el suelo bajo estudio. En - 
este sentido, los resultados obtenidos no han sido muy utiles. Por 
un lado, las inhibiciones observadas segun estas técnicas, no co­
rrespond! eron a los efectos encontrados en los ensayos de percola
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ci6n de suelo. As! la formulacidn de picloram produjo una notable 
inhibicidn de la nitrificacidn de suspensiones de suelo (tabla 3) 
que no parece ocurrir en el suelo en percolacidn (fig. 2, 3 y 5) 
y que sin embargo no llegd a ser una inhibicidn total como la ob­
tenida en Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp, , en cultivo puro - 
(tablas 15 y 18 ), En el caso de la formulaciôn de 3,6-D la inhi- 
bicidn resultd también mâs marcada en las suspensiones que en la 
percolaciân (fig. 6 y 8) y, por otra parte, no se correspondiâ con 
la inocuidad obtenida para los nitrificantes en cultivo puro (ta­
blas 15 y 18).
En estas diferencias, quizâs, estén implicadas las varia 
clones cualitativas y cuantitativas de la microflora y actividades 
del suelo, en las que el factor diluciân puede influir considera- 
blemente y afectar asi a los nitrificantes. Fleig (1952) observâ - 
una considerable inhibiciân de la nitrificaciân de suspensiones de 
suelo por 2,4-D a concentraciones no tâxicas en suelo , anulândo- 
se este efecto con la adiciân de una mayor cantidad del mismo. Ba- 
licka y Sobieszczanski (1969) refieren, también, inhibiciân de la 
nitrificaciân en suspensiones de suelo por varios herbicidas, inhi 
bicién que aumenté con la diluciân y que no fue observada en las - 
experiencias con suelos incubados, en las que se dieron, incluso, 
casos de estimulaciân.
4.1.3. Comparaciân de los resultados con dates bibliogrâficos sobre 
los derivados de piridina
Un compuesto derivado de piridina, N-Serve (2-Cl,6-(tri-
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clorometil) piridina), es un potente inhibidor de la nitrificacidn 
y por ello se utiliza en la prâctica como tal. Su efectividad ré­
sulté variable segùn el tipo de suelo (Bundy y Bremner, 1973) y - 
posiblemente esté relacionada con el tiempo de permanencia del té 
xico en el mismo (Lewis y Stefanson, 1975). La inhibicién de la ni 
trificacién por N-Serve parece ser especlficamente sobre las bact£ 
rias autotrofas nitrificantes: mientras no fueron afectados algu- 
nos heterotrofos nitrificantes en cultivo puro (Shattuck y Alexan 
der, 1963), muy bajas concentraciones de N-Serve (0,2 ppm) inhibije 
ron Nitrosomonas sp. y,aunque a mayor dosis, también Nitrobacter su ; 
los iones Ou** revirtieron la inhibicién en ambas cepas (Campbell 
y Aieem, 1965, a y b). Segun nuestros ensayos, cepas de las mismas 
especies de nitrificantes autotrofos, N. europaea y N. agilis, to- 
leran dosis mucho mayores de picloram é 3,6-D, comparadas con las 
del citado derivado de piridina.
No hemos encontrado otros trabajos sobre los efectos de 
estos derivados de piridina en la nitrificacién, excepto los refe- 
rentes al picloram. La mayorla estân realizados en suelo incubado 
y, quizâs, por la diversidad de los tipos de suelo bajo ensayo, se 
hayan obtenido resultados muy distintos. Por otra parte, la valora 
cién de los efectos se basé en la determinacién de nitratos alcan- 
zados después de un cierto periodo de incubacién en presencia del - 
herbicida. Asi, segdn Dubey y Rodrfguez (1970), el picloram, a dp- 
sis de 2 ppm,inhibié la nitrificacién durante el periodo de 8 sema 
nas del ensayo en algunos de los suelos utilizados; mientras que en 
otros, a 100 ppm, sélo se retrasé ligeramente. Sin embargo Goring y 
col. (1967) obtuvieron inhibicién unicamente en la etapa de oxida-
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cién de NH^ a NOg. Debona y Audus (1970), en ensayos en percola- 
cién, refieren un 50% de inhibicién en la velocidad de nitrifica­
cién en suelo enriquecido y en presencia de 50 ppm de picloram, - 
mientras que en suelo no pretratado con NH^ la reduccién de la v£ 
locidad mâxima se obtuvo a dosis ligeramente mayores, sugiriendo, 
estos autores, que podrfa darse una cierta adaptacién de los nitrl 
ficamtes al picloram.
Nuestros resultados coinciden con los que refieren para 
el picloram una baja toxicidad en los nitrificantes. La capacidad 
nitrificante inherente de un suelo parece ser déterminante de los 
efectos producidos por los herbicidas. El suelo que hemos empleado 
se puede considerar de alta capacidad nitrificante, al igual que - 
la d<e los suelos en los que otros autores obtuvieron escaso efecto 
del herbicida. Aunque no se puede descartar que los diferentes e- 
fectos dependan de la diversidad de especies nitrificantes del sue 
lo, las condiciones . microambientales en el mismo parecen tener de 
cisiva importancia. Domsch y Paul (1974) observaron que la inhibi­
cién por herbicidas era solamente detectada en suelos con relative 
baja capacidad tamponadora. En este sentido Dubey obtuvo considéra 
ble Inhibicién con picloram en los suelos de pH préximo a 5 (en - 
los ensayos fue llevado a pH 6) y presentaron una baja capacidad 
nitrificante que aumenté considerablemente al ser ahadida suficien 
te cantidad de carbonate câlcico; llegandose también a este resul- 
tado) cuando al suelo se le ahadié una suspensién de otro suelo de 
alta capacidad nitrificante.
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4.2. Efectos del picloram y 3»6-D en Rhizobium app.
4.2.1. Interés de su investigacién e Imnortancia de las cepas de 
Rhizobium ba.jo ensayo
La fijacién de Ng por leguminosas es de reconocida imper 
tancia econémica en la agricultura. El cultivo periédico de legumi 
nosas en suelos dedicados a cereales es un medio de restitucién de 
nitrégeno en el suelo, empleado tradicionalmente y que se ha valo_ 
rado mâs justamente ante la carestia de los fertilisantes. As! la 
necesidad del estudio de los efectos de productos qufmicos aplica__ 
dos al suelo sobre el Rhizobium se polarisa no sélo en aquellos - 
que lo son a cultivos de leguminosas,sino que présenta interés de 
mayor importancia y amplitud ecolégica el estudio de la accién de 
otros compuestos, como es el caso de los herbicidas estudiados, - 
aplicados fuera del tiempo de cultivo de las leguminosas a otros 
cultivos que ocupan grandes extensiones de terrenes agrfcolas,como 
los cereales, o a suelos que son ganados para la agricultura o el 
pas:to, caso este ültimo en que la cantidad de producto aplicado - 
puede ser considerablemente elevada. La adsorcién de particulas de 
suelo a las células de Rhizobium ha sido demostrada (Marshall,
1969), asi cantidades relativamente grandes de herbicida podrian 
estar en contacte con las células de Rhizobium.
La nodulacién de las leguminosas,en muchos casos,depen_ 
derâ de la supervivencia de la poblacién nativa de Rhizobium en el 
suelo, ya que la mayoria de las leguminosas se cultivan sin previa 
inoculacién , en muchos paises. Por ello es obvie el interés por la
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proteccién de la flora nativa de Rhizobium y mâxime si se halla en 
condiciones precarias de supervivencia por ausencia de su legumi- 
nosa huésped durante périodes de tiempo mâs o menos largos.
Frente a la semejanza de estructuras quimicas del piclo­
ram y 3,6-D se présenta una aplicacién agricola principal distin­
ta en cada uno de ellos, en razén, fundamentalmente, a su persis- 
tencia en el suelo; siendo,los efectos de estos herbicidas en la 
flora nativa de Rhizobium, de interés en cuanto a distintos aspe£ 
to s de los mencionados anteriormente.
El interés de las cepas de Rhizobium elegidas en este - 
trabajo reside en la importancia econémica de su huésped vegetal, 
o en su reconocida eficiencia en la fijacién de nitrégeno. Asi, - 
los tréboles se encuentran entre los mâs efectivos fijadores de Ng 
y son frecuentemente utiles en la praética agricola en orden al - 
mantenimiento de la fertilidad del suelo, asi como en la implanta 
cién de praderas o pastizales. Serradella y lotos son asimismo de 
gran importancia en pastizales contribuyendo, por otra parte, so­
bre todo los âltimos, en gran medida a la fijacién biolégica de - 
nitrégeno en el suelo (tabla 30).
En cuanto al Rhizobium de garbanzo, estâ aun muy poco es 
tudiado, sobre todo en su aspecto ecolégico; sin embargo, el cul­
tivo del garbanzo estâ considerado como de gran importancia alimen 
ticia (Fao, 1972), ocupando una posicién clave en la dieta de los 
pueblos de zonas semiâridas de los trépicos (Kanwar, 1975) y sien­
do Espairia uno de los paises europeos con mayor cultivo (Murty, 1975)
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"Tabla 30. Estimaciones representativas de la fijacién de Ng POi" 
leguminosas (Kg/Ha)
Alfalfa 50 - 500
Tréboles 5 0 - 200
Lotos 1 9 0
Pastizales de leguminosas 10 - 1 7 0
Soja 40 - 600
Legumbre tropical 20 - 260
Por otra parte, la raayoria del nitrégeno obtenido por esta legumi__ 
nosa procédé de fijacién simbiética, no habiendose conseguido res_^  
puesta positiva con la aplicacién de fertilizantes nitrogenados, 
(üSDA, 1968), ademâs de que la nodulacién,actualmente,depende de - 
la flora nativa de Rhizobium présente en el suelo (Saxena y Yadav, 
1975).
Las cepas de Rhizobium utilizadas en nuestros ensayos - 
fueron aislados de un suelo de pH 4,5-5, habitat atipico para este 
género bacteriano y que sin embargo albergé una gran variedad de 
especies de leguminosas silvestres a la vez que rizobios a niveles 
de poblacién considerables, llegandose a alcanzar hasta 10^ rizo^- 
bios por gramo de suelo.
Las cepas seleccionadas se distribuyen en grupos de ino_ 
culacién y fisiologla muy diverses , a la vez que se han escogido 
algunas por la semejanza de caracterfsticas fisiolégicas (tablas 
19 y 2 0) ante la tendencia que sostiene la estrecha relacién de los
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efectos de herbicidas con la cepa, ademâs de con la especie de - 
Rhizobium.
4.2.2. Efectos en el crecimiento
Las toxicidades de los herbicidas picloram y 3,6-D pu£ 
den considerarse dentro del mismo orden para ambos, en las dis- 
tintas cepas de Rhizobium bajo ensayo.
Los resultados del crecimiento^ cuando los rizobios se 
cultivaron en medio liquido a pH 6,8,no revelaron grandes dife—  
rencias de sensibilidades entre las distintas cepas a dosis sub- 
bacteriostaticas de los herbicidas, salvo la rapidez de adapta­
cién, quizâ,en relacién con la velocidad de crecimiento de cada 
cepa (fig. 14 y 15). Sin embargo, segdn la extension de la zona 
de inhibicién obtenida en medio sélido (dosis de aplicacién sup£ 
riores a las ensayadas en medio liquido) se presentan algunas d^ 
ferencias de sensibilidad entre las distintas cepas, que parecen 
estar mâs de acuerdo con los resultados obtenidos en medio liqui 
do cuando el pH se llevé a 5,5. Asi, en la inhibicién encontrada 
en medio sélido podria estar implicada una caida del pH de dicho 
medio a causa de la introduccién del herbicida, sobre todo cuan 
do se traté del 3,6-D.
Entre las caracteristicas fisiolégicas diferenciales - 
de las cepas ensayadas con implicacién en el comportamiento fren 
te a los herbicidas es de destacar la capacidad de modificacién 
del pH del medio de cultivo, como reflejo de su metabolismo; ,-
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ademâs de que el pH es un factor que influencia la penetracién - 
de ciertos compuestos hacia el interior de la célula. Los pK res 
pectivos del picloram y 3,6-D son 4,2 y 3,7, de forma que su pe- 
netracién se podria ver facilitada al disminuir el pH del medio 
de cultivo. De las cepas bajo ensayo, algunas son alcalinizantes 
(B-7 y B-12) y otras acidificantes (Ts-7, Tr-3 y Ca-7) cuando 
se cultivan en EM, medio utilizado para la clasificacién de los 
rizobios en los tipos anteriores (Vincent, 1970); sin embargo, - 
nosotros hemos realizado todas las experiencias con herbicidas - 
en Rh^, medio que facilité la manipulacién en los ensayos donde 
fue requerida reduccién en la produccién de mucilage. Indepen- - 
dientemente del medio de cultivo, B-7 y B-12 fueron cepas alcali 
nizantes y Tr-3 y Ts-7 acidificantes, sin embargo, la Ca-7 subié 
el pH inicial 6,8 del medio Rh^. Por otra parte, cuando las ant£ 
riores cepas se cultivaron a pH 5,5, todas elevaron el pH como - 
consecuencia de su crecimiento (tabla 25), pero algunas como la 
Ca-7 y Ts-7 fueron incapaces de llevar a cabo esta alcaliniza- - 
cién cuando se cultivaron en presencia de herbicida (tabla 25),- 
reflejândose este hecho quizâ en las diferencias de sensibilidad 
a los herbicidas,obtenidas a pH 5,5 en medio liquido (fig. 16 y 
17 ) y, quizâ también,en la bactefiostasis observada en medio s^ 
lido.
Se ha referido que la variacién del pH del medio de - 
cultivo,como consecuencia del metabolismo bacteriano, incrementa 
o disminuye la toxicidad de un compuesto quimico. Kaszubiak - -
(1968a)obtuvo mayor resistencia al Aretit en R.Meliloti, atribu^
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da a la alcalinizacidn del medio de cultivo y ademâs, las cepas 
mâs résistantes a este herbicida elevaron el pH mâs rapidamente.
De nuestros resultados se deduce que no hubo grandes - 
diferencias de sensibilidad entre las distintas cepas para nin- 
guno de los herbicidas, pudiéndose decir, ademâs, que la sensib^i 
lidad fue mâs bien especifica que relacionada con la cepa, ya qu^ 
por un lado, las cepas Tr-3 y Ts-7 de R. trifolii y por otro B-7 y 
B-12, de caracteristicas fisiolégicas muy semejantes, mostraron 
similar respuesta. Sin embargo, la tendencia actual parece ser la 
de aceptar que 3a sensibilidad de Rhizobium a los plaguicidas es de 
pendiente, mâs de la cepa, que de la especie (Grossbard, 1976), - 
habiendose obtenido gran diversidad de tolerancias dentro de las 
cepas de una misma especie, al mismo compuesto (Kapustay Rouwen- 
horst, 1973). Ademâs las cepas mâs sensibles a ciertos herbicidas 
lo fueron, en general, a compuestos quimicos muy diverses (Makawi 
y Abdel-Ghaffar, 1970).
Por otra parte, ha sido frecuentemente referida una ma­
yor tolerancia a losplaguicidas por parte de rizobios de crecimien 
to râpido, como R. meliloti y, sobre todo, R. trifolii y R. legu- 
minosarum (Kaszubiak, 1966; Gillberg, 1971i que por las de creci­
miento lento R. lupini y R. japonicum. Sin embargo, otros autores 
obtuvieron lo contrario (Carlyle y Thorpe, 1947; Jensen y Petersen, 
1952; Lehri y Prasad, 1976), coincidiendo con nuestros resultados. 
Habria que considerar que las especies de crecimiento râpido co- - 
rresponden, en general, al grupo de las acidificantes del medio de
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cultivo y las de crecimiento lento, por el contrario, a cepas al­
calinizantes. Parece mâs convincente relacionar la sensibilidad - 
de los rizobios a los plaguicidas con su fisiologia, que con la v£ 
locidad de crecimiento, que por otra parte, ébviamente estarlan - 
relacionadas. Kaszubiak (1966) sugiere que la mayor resistencia a 
los plaguicidas por parte de rizobios de crecimiento râpido, podrfa 
estar relacionada, en general, con su mayor vitalidad y capacidad 
de adaptacién.
De los herbicidas bajo estudio, picloram y 3,6-D, hay - 
muy pocos trabajos, no sélo referentes a los efectos sobre Rhizo­
bium, sino también sobre otros microorganismog "in vitro". Rhizo­
bium ha sido descrito como un género relativamente tolérante a - 
los plaguicidas y , en particular, frente a los herbicidas hormonales 
(Vincent, 1977). Nosotros hemos obtenido una considerable resisten 
cia al picloram y 3,6-D por parte de todas las cepas bajo ensayo - 
que estâ de acuerdo con la observada por Goring y col.(1967) en u 
na cepa de R. phaseoli, la cual crecié en medio sélido con 1000 - 
ppm de picloram (como Tordon 22K). En mâs del 50% de un total de - 
17 cepas de R. meliloti no se produjo inhibicién del crecimiento al 
rededor de bloques de agar, conteniendo 1,5 mg de picloram (como - 
Tordon 22K) y a 3 mg la mayorfa fueron sensibles presentando halos 
de inhibicién de 1-2 mm (Camugli y Gémez-Etchart, 1974). Este ran­
go de dosis estâ muy préximo al de nuestro ensayo, aunque nosotros 
hemos obtenido sensibilidades mâs marcadas, para otras especies de 
Rhizobium y con la diferencia de haber utilizado picloram puro.
La tolerancia de los rizobios al picloram parece darse -
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también en otros micro organismo s. As! Goring y c o l 1967 ) en una am- 
plia gama de organismes aerobios del suelo entre los que se encon 
traban bacterias, hongos y Streptomyces sp, no vieron inhibicién 
a concentraciones tan altas como 1000 ppm de picloram (como Tor­
don 22K); sélo observaron efecto en Thiobacillus tioxidans. Sin - 
embargo, segun Breazeale y Camper (1972), Pseudomona fluorescens 
a 50 ppm de picloram, disminuyé en un 30% su velocidad de creci­
miento, mientras esta dosis no afectaba a Erwinia carotovora y Ba­
cillus sp. A 200 ppm de picloram, Bdellovibrio bacteriovorus fue 
ligeramente inhibido (Wehr y Klein, 1971).
4.2.3. Efectos en el consumo de oxigeno
Los efectos de plaguicidas en la respiracién de los mi­
cro o rganismos han sido, a menudo, observados por revelar efectos 
en el metabolismo o actividad a nivel de membrana plasmâtica.
Nuestros resultados mostraron una clara estimulacién del 
consumo de oxigeno con la adicién de picloram y en presencia de ma 
nitol, por parte de células que no habian sido adaptadas al herbi­
cida; estimulacién que ocurrié en todas las cepas bajo ensayo y re 
sulté de la misma magnitud en el intervalo de concentraciones ensa 
yadas (50-300 ppm) (ver figura 18 ). Grossbard (1975) obtuvo estimu 
lacién de la respiracién de R. trifolii (150-180%) a concentracio­
nes de dinoseb (derivado de dinitrofenol) entre 2 y 50 ppm, mien­
tras el recuento de viables se vié considerablemente reducido des- 
de la dosis mâs baja ( en un 50% a 25 ppm). Sin embargo, a concen­
traciones de picloram estimulantes de la respiracién, nosotros no ■
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obtuvimos inhibicién del crecimiento; sélamente se présenté un pje 
riodo de latencia, respeoto del control, variable segdn la dosis, 
pero manteniéndose la velocidad de crecimiento al pH 6,8-%0 de am­
bos ensayos. Dado que los efectos en el crecimiento pueden deber- 
se a acciones a distintos niveles, los producidos por muchos com­
puestos quimicos sobre la respiracién y crecimiento celular, a m£ 
nudo, no son paralelos.
El picloram podria actuar como desacoplador de la fosf£ 
rilacién oxidativa, como los dinitrofenoles, aunque ni el creci­
miento, ni la viabilidad celular se hayan visto afectados a las - 
dosis de ensayo. Se ha sugerido que este herbicida y otros régula 
dores del crecimiento, actûan como desacopladores en la célula V£ 
getal, aunque su actividad herbicida se considéré mâs bien debi­
da a su accién como compuestos reguladores del crecimiento (Ashton 
y Crafts, 1973). La estimulacién de la respiracién en células bac- 
terianas en contacto con ciertos compuestos, ha sido referida fre­
cuentemente, a la vez que se observaba accién similar en células - 
vegetales. Asi, ioxinil mostré un incremento del consumo de Og cuan 
do se ahadié a células de Erwinia carotovora (Hsu y Camper, 1973), 
estimulacién que habia sido referida anteriormente para células - 
de tejidos vegetales (Moreland, 1967), sugiriéndose para este her­
bicida la accién como desacoplador.
Otra posibilidad séria que el estimulo en la respiracién 
por picloram,fuese debido a cambios en la permeabilidad de la mem­
brana y subsiguiente incremento de la accesibilidad del sustrato o- 
xidable al interior de la célula, Muchos-herbicidas con accién au-
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xina modifican la permeabilidad celular en vegetales (Ashton y - - 
Crafts, 1973), reflejândose en el transporte iénico. El efecto a e£ 
te nivel, en general, deberâ ser comdn en procariontes y eucarion- 
tes, excepto en ciertos casos, como por ejemplo cuando se implican 
actividades o componentes propios de cada una de sus membranas. A- 
si, la inhibicién de la respiracién y crecimiento por triadimefon 
en hongos, no ocurrié en Rhizobium, ya que este fungicida parece - 
actuar a nivel de esteroles, no présentes en la membrana bacteria- 
na (Fisher y col., 1979). Por el contrario, el estimulo de la res­
piracién (120-130% a dosis entre 100 y 300 ppm),atribuido a cam­
bios en la permeabilidad de la membrana, ocurrié,tanto en R. tri­
folii como en protoplastos de hongos y plantas (Fisher, 1974). Con 
algunos fungicidas surfactantes, como Alk 3, se obtuvo una lige- 
ra estimulacién de la respiracién de R. trifolii (Fisher y col., 
1978), sin afectar su crecimiento.
Por otra parte, el incremento en el consumo de Og podria 
deberse a la utilizacién del herbicida como sustrato oxidable por 
parte de la bacteria. Pero segun nuestros resultados, el picloram 
no parece ütil como fuente de energia. Asimismo se descarta esta - 
posibilidad ante el hecho de que el consumo de Og, por células ada£ 
tadas al herbicida, no se vié afectado en presencia o ausencia del 
mismo (figuras 22 y 23).
A diferencia de lo ocurrido con el picloram,y aân a pesar 
de la similitud de sus estructuras quimicas, el 3,6-D no produjo - 
ningun efecto en el consumo de Og. Las diferencias de propiedades 
fisicoquimicas, fundamentalmente la carga de sus moléculas, puede -
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que sean declsivas en la acoldn sobre la membrana plasmâtica.
Parecen contradictories los resultados de los distintos 
autores en cuanto al efecto estimulante observado sobre la respi­
racién, a la vez que sobre el crecimiento de Escherichia coli y - 
levaduras, producido por lAA y por el âcido Af-naftilacéticq (Audus, 
1964). Ademâs, es de esperar una gran variedad de respuestas ante 
la diversidad en la estructura quimica de los compuestos con accién 
tipo auxina. Asi, frente al efecto estimulante, anteriormente cita 
do para las auxinas naturales, se ha referido inhibicién de la res 
piracién a dosis subletales de 2,4-D en E. coli y Aerobacter aero- 
genes y a dosis muy pequehas en algunas bacterias gram + (Lamarti- 
nere y col., 1969), asi como en varias especies de hongos (Smith 
y Shennan, 1966; Plamadeala, 1972).
4.2.4. Efectos en el contenido de RNA y proteina
Muy frecuentemente dosis de un herbicida que no producen 
efecto en el crecimiento de los microorganismos, han resultado mo- 
dificar su metabolismo. Asi Dubos (1946) obtuvo reversién de la - 
bacteriostasis producida por algunas auxinas con la adicién de pe£ 
tona o triptéfano. La excrecién de aminoâcidos libres fue estimula 
da o inhibida segân la bacteria, en presencia de atrazina (Balicka 
y Bilodub-Pantera, 1964). El mismo herbicida afecté la sintesis de 
lAA por Arthrobacter sp. a concentraciones no inhibitorias del cr£ 
cimiento (Grapelli y Rossi, 1979).
Nosotros hemos estudiado los efectos de los herbicidas -
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picloram y 3,6-D, a dosis subbacteriostâticàs, en el contenido de 
RNA y proteina totales de los rizobios, ante la respuesta obtenida 
por un considerable ndmero de autores (Ashton y Crafts, 1973 y 
Moore, 1979) con herbicidas hormonales, incluido picloram, en los 
constituyentes celulares de tejidos vegetales, como es el incre- . 
mento de .RNA, fundamentalmente. Incluso se ha postulado que la ac 
tividad hormonal de tipo auxina, es debida a la accién sobre el me 
tabolismo de los âcidos nucleicos y que el efecto herbicida podria 
responder a una excesiva sintesis de RNA y proteina (Shannon y col., 
1964).
En el hongo Neurospora erassa, sélamente se incrementé 
el contenido de DNA y RNA en presencia de 2,4-D y no con el resto 
de los herbicidas,no hormonales, incluidos en los ensayos. Ademâs, 
el mayor incremento correspondié al RNA, llegando a ser hasta del 
140%, superior al del hongo creciendo en ausencia de herbicida y 
sin que se observaran efectos en el crecimiento (Schroder y col., 1970).
En plantas, el tratamiento con 2,4-D a dosis herbicidas 
muy frecuentemente produjo aumento del contenido de DNA, de protei 
na y sobre todo de RNA (Moore, 1979). Segun West y col. (I960) 
el RNA de la fraccién microsomal fue el mâs incrementado. La res­
puesta parece depender de la madurez del tejido y de la especie ve 
getal. Cheng y col. (1972) observaron, con los herbicidas hormona­
les estudiados -entre ellos el picloram- un aumento del contenido 
de DNA y proteina; pero en cuanto al RNA la respuesta varié segân 
se tratase de una planta sensible o résistante al herbicida. Asi, 
mientras en las dltimas el contenido de RNA disminuyé, en las sen
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sibles se elevé a un 200% con descenso de la proporcién proteina / 
/RNA.
Se ha sugerido que la adicién de herbicida en plantas, - 
provoca transcripcién selectiva de DNA. Asi se obtuvo incremento 
de actividad DNA polimerasa en hipocotilo de soja tratado con 2,4-D 
(Moore, 1979). Por otra parte, los niveles endégenos de DNA-asa y 
RNA-asa, fueron superiores en las plantas resistentes que en las - 
sensibles (Malhotra y Hanson, 1970), sugiriéndose que la sintesis 
de RNA podria, igualmente, haber sido estimulada en plantas sensi­
bles y resistentes.
Nuestros resultados parecen apuntar a un cierto incremen 
to en el contenido de RNA, mientras la proteina permanecié clara- 
mente invariable en las condiciones de nuestro ensayo. Este incr£ 
mento - de un 10% por término medio -,observado en dos de las ce­
pas, se dié a las dos dosis de ensayo de cada uno de los herbici­
das; las cuales habian permitido un crecimiento muy semejante al 
del control y después de un corto periodo de adaptacién en el caso 
de la dosis mâs alta. A esta dosis, el incremento fue ligeramente 
superior, aunque no en todas las cepas. Ante estos resultados, y a 
falta de trabajos en organismes procariontes, no podemos decir na- 
da sobre si los efectos son similares a los obtenidos en eucarion- 
tes, ni si la adaptacién bacteriana supondria el control de la ex­
cesiva sintesis de RNA provocada por los herbicidas, ni tampoco si 
un cierto aumento de RNA y proteina es requerido para la adapta ^  - 
cién.
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4.2.5. Naturaleza de la adaptacién
La resistencia de Rhizobium a los herbicidas picloram y
3,6-D, parece ser el resultado de una adaptacién fisiolégica de - 
la bacteria, mâs que la consecuencia de una seleccién de parte de 
la poblacién, o de la induccién por el herbicida de mutantes re­
sistentes. Por otra parte, como consecuencia de la adaptaciég no 
hemos detectado cambios genéticos en las células de rizobios. Es­
ta conclusién se basa en las siguientes observaciones:
- El tiempo de latencia en el inicio del crecimiento, ob­
servable a partir de ciertas dosis de cada uno de los herbicidas 
y hasta las 400 y 1000 ppm del ensayo, respectivamente para pi cio 
ram y 3,6-D, nunca superé el tiempo de generacién cuando se culti 
varon en medio Rh^ a pH 6,8, a la vez que la velocidad de creci­
miento permanecié constante respecto al control sin herbicida. E£ 
te periodo de latencia no respondié a la accién létal de los her­
bicidas sobre la poblacién en ninguna de las cepas de Rhizobium - 
(segun los resultados de la tabla 26). A pH 5,5 la adaptacién po­
dria ser de la misma naturaleza (fig. 16), aunque en algunos ca­
sos (fig. 17 ) la velocidad de crecimiento fue reducida con la pr£ 
sencia de herbicida y el tiempo de latencia considerablemente ma­
yor que el obtenido a pH 6,8.
- No se ha encontrado que los rizobios adaptados a los - 
herbicidas presentasen diferencias en la resistencia a ninguno de 
los dos antibiéticos ensayados (estreptomicina y kanamicina), con 
respecto a los no adaptados; indicando que estos herbicidas no ac
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tùan como agentes sélectives de ciertos mutantes preexistentes ni 
como inductores de mutacién. Por otra parte, se obtuvo la misma - 
sensibilidad relativa a los herbicidas por parte de una cepa nati 
va y dos mutantes de la misma, resistentes a antibiéticos (fig..- 
é4), lo que podria ser indicative de la homogeneidad de la pobla­
cién de estas cepas nativas de Rhizobium, en cuanto a la respues­
ta a los herbicidas. Ademâs, a veces la resistencia a ciertos té- 
xicos se debe a cambios genéticos pero de efectos no especlficos; 
por ejemplo, podria modificarse la permeabilidad de la membrana - 
celular, y en este sentido, la tolerancia a un téxico podria va­
rier por efecto de otro como ha sido referido para algunos anti­
biéticos en distintas bacterias (Szybalsky y Bryson, 1952) y - - 
ciertos herbicidas en Rhizobium (Kaszubiak, 1966).
- Ninguna de las cepas de Rhizobium bajo estudio fueron ca 
paces de utilizer estos herbicidas como ânica fuente de carbono y 
energia (apartado 3.2.5 de Resultados), adn cuando los rizobios - 
fueron cultivados previamente en su presencia. Nosotros no hemos - 
investigado la desaparicién de los herbicidas en el medio de cultjL 
vo, por lo que no se puede excluir la posibilidad de que puedan - 
ser degradados por Rhizobium; sin embargo, en los ensayos de respi 
racién de células adaptadas a estos compuestos,es de destacar que 
en ningdn caso se vié diferencia en el oxigeno consumido cuando el 
herbicida era ahadido a las células,junto con manitol,o cuando es- 
tuvo presents sélo el azdcar (fig.22 y 23). Segun los datos biblio- 
grâficos, la capacidad de los microorganismos en cultivo puro, pa­
ra degradar el picloram, sélo fue obtenida en presencia de fuente de - 
carbono adicionaly por parte de un restringido ndmero de géneros de
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bacterias, como Arthrobacter. Agrobacterium y Bacillus. y de bon­
gos, Aspergillus y Pénicillium (Youngson y col., 1967; Vasilbhenco 
y col., 1975). Sobre el 3,6-D no podemos aportar datos de su degra 
dacién por microorganismos en cultivo puro, aunque los estudios en 
suelo revelan una mayor susceptibilidad que el picloram a la degra 
dacién biolégica.
La resistencia de Rhizobium spp. a muchos compuestos pla 
guicidas es debida frecuentemente a su capacidad de adaptacién fi­
siolégica mâs que a la seleccién de mutantes o a la induccién de - 
mutacién; y asi parece ocurrir particularmente con muchos compues­
tos con actividad auxinica, como se ha descrito para la auxina na­
tural lAA (Dullaart y col., 1971) y el herbicida 2,4-DB (Jordan y 
Garcia, 1969).
Segdn Kaszubiak (1968a),dosis no selectivas de varios - 
herbicidas pertenecientes a diverses grupos, entre ellos algunos 
hormonales, no produjeron aumento de la resistencia de Rhizobium 
spp.. Por otra parte, Gillberg (1971) refiere que los resistentes 
obtenidos a dosis selectivas de algunos herbicidas (incluido MCPA) 
lo fueron mâs que la cepa parental. A menudo, los intentes de ais- 
lamiento de mutantes resistentes a plaguicidas han fracasado. Go- 
lebiowska y col. (1967) no lo lograron con tiuram, después de su- 
cesivas transferencias en medio conteniendo el fungicida; por otra 
parte, aunque se hubieran obtenido de esta manera no se garantiza- 
ria que fueran resistentes desde el punto de vista genético. Sin 
embargo, entre los rizobios supervivientes a tratamiento ultravio­
lets estos autores si obtuvieron un aumento de los resistentes al
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fungicida.-
4.2.6. Efectos en la simblosis Rhlzobium-legtunlnosa
En la valoracién de los efectos producidos por los herbi 
cidas en Rhizobium spp. en relacién a la eficacia de la simbiosis 
con las leguminosas, se han comparado distintos parâmetros, entre 
los cuales hemos considerado de la mâxima importancia, la activi­
dad nitrogenasa de los nédulos. Para su valoracién ha sido utiliza 
da la técnica de reduccién de acetileno que, por su precisién, es 
actualmente la mâs aceptada. Ademâs se han determinado otros parâ­
metros relacionados con la eficacia de la infectividad de los ri­
zobios, segdn el pretratamiento herbicida (numéro y peso de los né 
dulos), asi como el peso seco de las plantas, refiejo ultimo de la 
eficacia de la simbiosis.
Los anteriores parâmetros fueron incluidos en un trabajo 
realizado por Johnen y col. (1979)»en relacién con los efectos - 
de herbicidas, en el cual fueron valorados también, el nitrégeno 
total de la planta y el de algunas partes de la misma. Los resul­
tados de estos autores fueron obtenidos cuando el compuesto era a 
plicado al suelo, en contacto con la leguminosa, no excluyéndose, 
asi, la posibilidad de que los efectos pudieran ser debidos a la 
accién ejercida sobre la planta. En nuestro ensayo se traté de e- 
liminar el herbicida del inéculo de Rhizobium y asi, en principio, 
los efectos en la simbiosis serian debidos sélo a la accién ejercJL 
da sobre la bacteria, salvo que restos de los herbicidas permane- 
cieran en el inéculo y que en el caso de picloram y 3,6-D tendrian
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gran efecto en el desarrollo de la leguminosa. La correlacidn ob­
tenida. por los citados autores para los distintos parâmetros, fue 
mayor entre los valores de etileno producido con el peso de los n6 
dulos que con el peso de la planta y el numéro de nâlulos, en este 
orden. Ademâs los très parâmetros anteriores presentaron muy pequ£ 
fia correlacién con el nitrégeno total de la planta y menos aun con 
el de distintas partes de la misma.
Nuestros resultados, obtenidos con Cicer sp., estân de 
acuerdo con la tolerancia al picloram y al 3,6-D observada en la 
cepa Ca-7 en vida libre, y no vamos a comentarlos en los términos 
de la anterior discusién. La estimulacién de la nodulacién parece 
responder al incremento del numéro de nédulos, ya que aumentaron 
paralelamente tanto el ndmero como el peso total de nédulos por - 
planta (tabla 27). Sin embargo, a pesar de que las cepas Ts-7 y - 
B-7, en vida libre, no presentaron diferente comportamiento fren­
te a los herbicidas,al de la cepa Ca-7, la eficacia de su simbio­
sis con las respectivas leguminosas résulté afectada por el pretra 
tamiento herbicida a que fueron sometidos los rizobios. En el caso 
de las plantas de trébol los dos herbicidas redujeron la actividad 
nitrogenasa y esta reduccién se manifesté en un descenso del peso 
de la planta, mientras la nodulacién, salvo en el caso de 400 ppm, 
no se vié afectada. Las relaciones observadas entre estos parâme­
tros estân de acuerdo con las obtenidas por Johnen y col. En loto 
observamos similares resultados, ademâs de que hubo disminucién en 
el peso de los nédulos sin que fuese resultado de la reduccién de 
su nâmero y por tanto debido a la disminucién del tamafio. Un resul 
tado comun observado en los dos sistemas Rhizobium-leguminosa, an-
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teriores es que no se produjo disminucién del ndmero de nédulos - 
por el tratamiento herbicida y que la reduccién del peso de la - 
planta correspondié a una reduccién de la actividad fijadora de Ng*
Los efectos negativos de los herbicidas en la simbiosis 
Rhizobium-leguminosa parecen debidos a la accién de los mismos en 
la planta, quizâs, a causa de los residuos que puedan ir en el i- 
néculo , adsorvidos a los rizobios, o en su interior, puesto que 
las leguminosas son muy sensibles, tanto al piclorsun, como al - -
3,6-D. Nosotros hemos observado que plantas de trébol inoculadas y 
cultivadas en tubo de ensayo en presencia de 0,5 ppm de cualquiera 
de los herbicidas, fueron muy afectadas en su crecimiento,mientras 
que la nodulacién no se vié prâcticamente afectada, a pesar de 
que la ralz de la planta si aparecié alterada en su morfologia y - 
desarrollo. La actividad nitrogenasa de los nédulos, de esta mane­
ra, podria venir limitada por el aporte de materiales fotosintetiza 
dos por la planta. Pôr otra parte, las sustancias reguladoras del 
crecimiento, tipo auxina, parecen estar implicadas en el inicio - 
del desarrollo del nédulo (Libbenga y Bogers, 1974), por lo que - 
los herbicidas picloram y 3,6-D, a bajas dosis, quizâs no ejerzan 
ningun efecto, o incluso, estimulen la nodulacién, como hemos ob­
servado en algunos de nuestros ensayos (tabla 27 y 28).
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5. C O N C L U S I O N E S
El presente trabajo pone de manifiesto la notable tole- 
rancia a los herbicidas derivados de piridina, plcloram y 5,6-D, 
por parte de grupos microbianos muy diferentes fisioldgica y nu- 
tricionalmente: los autotrofos nitrificantes, Nitrosomonas sp. y 
Nitrobacter sp., y especies del género heterotrdfico Rhizobium.
De los estudios sobre la nitrificacidn se ban obtenido 
las siguientes conclusiones:
1) Ni el picloram ni el 3,6-D, a dosis comprendidas den 
tro de los respectives limites de solubilidad en agua (400 y 1000 
ppm), tienen efecto en dos de las especies nitrificantes mas comu 
nes en el suelo, Nitrosomonas europaea y Nitrobacter agilis, en - 
cultive pure, al igual que la formulacidn del 3,6-D, Lontrel 300; 
mientras que la formulacidn del picloram, Tordon 22K, produjo una 
notable inhibicidn del crecimiento de ambas cepas.
2) La formulacidn del picloram, Tordon 22K, en el range 
de dosis anterior, redujo transitoriamente la nitrificacidn de su^ 
lo en percolacidn, con incremento variable en la acumulacidn de n^ 
tritos segun la dosis. Este efecto sobre la nitrificacidn parece 
ser debido a una accidn indirecta quizâ a causa de la interaccidn 
de otras actividades del suelo y asi del microhabitat de ilos nitri 
ficantes, siendo el factor suelo importante en el efecto obtenido. 
Esto podria apoyar la consideraci6n del proceso de nitrificacidn co 
mo indicador de efectos ejercidos por compuestos qufmicos en la ac 
tividad del suelo o en el equilibrio de su microflora. Por el con­
trario la formulacidn de 3,6-D estimuld las dos etapas de la nitri- 
ficacidn a dosis semejantes en products activo que el picloram.
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3) El suelo modifies la respuesta de la microflora ni- 
trificante a estos herbicidas. Por una parte, actu6 como protec­
tor disminuyendo, en algunos casos, la toxicidad, como ocurrid 
con el Tordon 22K. Por otra parte, al introducir el factor suelo, 
la formulacidn del 3,6-D, inhibid la nitrificacidn de suspensio- 
nes de suelo, mientras que no fue patente esta inhibicidn ni en 
la nitrificacidn de suelo en percolacidn, ni en Nitrosomonas sp. 
y Nitrobacter sp. en cultive puro.
Los estudios sobre Rhizobium spp. nos permiten concluir:
1) El género Rhizobium présenta una considerable y si­
milar tolerancia a los dos herbicidas, no observandose bacterios- 
tasis, ni reduccién de la viabilidad de los rizobios, a las co- - 
rrespondientes dosis de solubilidad mâxima en agua.
2) La sensibilidad de Rhizobium spp. fue similar en to- 
das las cepas; solo se pusieron de manifiesto algunas diferencias 
a pH âcido del medio de cultivo, en relacién con las diferentes - 
caracterfsticas fisiolégicas de las distintas cepas.
3) La adaptacién de los rizobios a estos herbicidas es 
una adaptacién fisiolégica y no el resultado de una seleccién o - 
induccién de mutantes. Ademâs, la poblacién résulté ser horaogenea 
en su respuesta a los herbicidas, tomandose como criterio de di- 
versidad de la poblacién de una cepa distintos mutantes en rela­
cién con la sensibilidad a antibiéticos.
4) El picloram y 3,6-D tuvieron distinto efecto en la
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respiracién de los rizobios no adaptados a los herbicidas, asi -
mientras el 3,6-D no afecté el consumo de oxigeno en presencia de
manitol, el picloram lo estimulé claramente en todas las cepas.
5) El contenido de proteina y RNA celulares de Rhizobium 
spp. no resultaron afectados, o solo muy ligeramente en el caso - 
del RNA, en las condiciones de nues tro ensayo.
6) Ninguna de las cepas bajo ensayo fue capaz de utili­
zer estos herbicidas como fuente de carbono y energia. Ademâs, es­
tos herbicidas no parecen ser metabolizados por Rhizobium, como su 
gieren los resultados del consumo de oxigeno en presencia de mani­
tol, por rizobios adaptados a los herbicidas.
7) Los efectos adversos producidos en los rizobios en re 
lacién con la simbiosis con las leguminosas parecen dcberse a la - 
toxicidad de estos compuestos en la planta mas que en el Rhizobium.
8) Desde el punto de vista agricola, estos herbicidas no 
parecen ser perjudiciales a los rizobios en vida libre en el suelo, 
no impidiendo su crecimiento ni afectando su viabilidad, asi como 
tampoco su capacidad de nodular las leguminosas; solo a causa de - 
los residuos de herbicida, la eficacia de la fijacién de Ng de la 
simbiosis Rhizobium-leguminosa podria verse disminuida. Por otra - 
parte, no hemos detectado que estos herbicidas produzcan efectos - 
mutagénicos en Rhizobium y asi la resistencia a antibiéticos no - 
se vié alterada por ninguno de ellos. Ademâs,la resistencia a an­
tibiéticos es un factor implicado en la supervivencia y competitl 
vidad de los rizobios en el suelo.
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7. A P E N D I C E  
1. Medlos
1.1. Solucl6n sallna de Winogradsky
Posfato bipotAsico  ...... ....... 5,0 g
Sulfato magnéslco .........................  2,5 g
Cloruro s6dlco........ ....................  2,5 g
Sulfato férrlco  ....... ................ 0,05 g
Sulfato manganoBO........................ . 0,05 g
Agua destilada  ... .........................  1 litro
Se ajusta el pH a 7-7,5 con KOH
1.2. Medio de Winogradsky para microorganismos nitro 
santes
Sulfato amdnico  ................. . 0,5 g
Carbonato càlcico  ......... . 0,5 g
Solucidn salina (apen. 1.1)     50 ml
Agua destilada  ........    950 ml
Se esteriliza a 121°C durante veinte minutos
1.3. Medio de Winogradsky para microorganismos nitratantes
Nitri to s6dico.......... ........... 1 g
Carbonato cAlcico  ...... ............. 1 g
Solucidn salina (apen. 1.1)     50 ml
Agua destilada  ................    950 ml
Se esteriliza a 121^0 durante veinte minutos
1.4. Medio de Skinner-Walker para Nitrosomonas
Sulfato amdnico......... ..................  0,5 g
Posfato monopotAsico  ............ ...... 0,2 g
Cloruro cAlcico  ............ ......... 0,04 g
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Citrato férrlco  .....   .. .. . ... 0,5 mg de Fe
Rojo fenol ................................. 0,5 mg
Agua destilada............................  1 litro
Después de la esterilizacién a 121°0 durante veipte minutes 
el pH del medio se llev6 a 7,5-8,0 por adicién de solucién 
acuosa estéril de carbonato cAlcico al 5%
1. 5. Medio B para Nitrobacter agilis. ATCC (n° 96)
Nitri to sédico  .... ................. 1 g
Posfato bipotâsico  ......... . 0,5 g
Cloruro sédico  .......... ............... 0,3 g
Sulfato magnéslco .........................  0,5 g
Sulfato manganoso  ..... ............ 2 mg
Sulfato férrlco  ........ .......... 5 mg
Agua destilada  ...... . ................... 1 litre
pH - 7,5
Se esteriliza a 121°0 durante veinte minutos. Por cada 
100 ml se aüaden asépticamente 0,1 g de carbonato càlcico 
previamente esterilizado por calor seco a 160°C durante 
una hora
1. 6. Medio Extracto de 1evadura-Manitoi para Rhizobium
Posfato bipotàsico  ........... . 0,5 g
Cloruro sédico ................... ......... 0,1 g
Sulfato magnéslco  .......... ........ 0,2 g
Manitol  ............ ...................... 1,0 g
Extracto de levadura, Oxoid............. . 0,4 g
Agua destilada....... ................... 1 litro
El pH se ajusta segdn convenga con Cl H, 0,1 N
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Este medio puede ser utllizado oomo medio sdlido, afladiendo 
^^92% (p/v) de agar Oxoid. La esterilizacidn se realiza a 
121^0 durante veinte minutos
1.7. Medio Rh^ para Rhizobium
Posfato bipotàsico  .......................  0,5 g
Cloruro sàdico  ...................... . 0,1 g
Sulfato magnésico (S0^Mg-7H2Û) ............  0,2 g
Glutamato sàdico  ....... .............. 1,1 g
Manitol................. .................. 5 g
Agua levadura  .............  100 ml
Agua destilada............................ 900 ml
El pH se ajusté segdn conveniencia con Cl H 0,1 N
Rhg - Agar: Al medio anterior se le aüadià agar, Oxoid
al 1,2)6 (p/v)
La esterilizacién se realiza a 121°C durante veinte 
minutos
1.8. Solucién de Oligoelementos de Gibbson
B o .................. ...................... 0,0596
M n ......................................... 0,0596
Z n ......................................... 0,00596
M o ......................................... 0,00596
O u ...... ..................................  0,00296
El porcentaje viens dado en peso/volàmen
1.9. Medio definido para Rhizobium
Posfato dipotàsico  ......... . 1 g
Posfato monopotàsico  ................  1 g
Tricloruro de hierro (Cl^Pe. SHgO) ..... . 0,01 g
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Sulfato magnéslco (SO^Mg. VHgO)  ........ 0,23 g
Cloruro càlcico (ClgOa. SHgO)  ..............  0,1 g
Hitrato potàsico ............ ................ 0,6 g
Manitol .................. ................... 10 g
Oligoelementos de Gibbson (apen. 1.8) ...... 1 ml
Vitaminas 1) ......................     30 mg
Agua destilada       1 litro
1) Las vitaminas suplementadas fueron biotina, tiamina y 
ac. pantoténico en la cantidad indicada.
El pH se ajusté a 6,8.
Se esterilizaron los fosfatos separadamente del resto del 
medio, a 120^0 durante veinte minutos.
Las vitaminas fueron esterilizadas y afiadidas asépticamente 
por filtracién.
1.10. Medio nutritivo, libre de nitrégeno de Jensen para plantas
Posfato monocàlcico  .... ........ 1 g
Posfato bipotàsico   ..... ....... 0,2 g
Sulfato magnésico (SO^Mg. THgO) .......... . 0,2 g
Cloruro sédico.......... . . . 0,2 g
Citrato férrico  .... . 0,29 g
Oligoelementos de Gibbson (apen. 1.8) ........ 1 ml
Agua destilada     1 litro
Se ajusta el pH a 6,5 - 7 segdn convenga, y se esteriliza 
a 121^0 durante veinte minutos, excepto cuando es aAadido 
a macetas con vermiculita, caso en que el tiempo de este_- 
rilizacién del conjunto se prolongs a dos horas
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1.11. Leche tomasolada
Se utilisa leche descremada reconetituida a la que se a- 
Aade la cantidad de soluciôn de t ornas cl suficiente para que 
tome color malva (10 ml de soluciôn de t ornas ol al 496 por li 
tro de leche). Se esteriliza en autoclave a 121^0 durante - 
très minutos se gui do de tratamiento en corriente de vapor du 
rante treinta minutos très dfas consécutives. Antes de su u- 
tilizaciôn se incuba el medio dos dfas a 37&C y otros dos - 
a 30flC.
1.12. Soluciôn de Ringer al cuarto
Cloruro sôdico  ...... . . . .............. 0,9 g
Cloruro potàsico  ..... ..................... 0,042 g
Cloruro càlcico hidratado  ........ ......... 0,048 g
Bicarbonate sôdico  ........ . 0,02 g
Agua destilada  .................    400 ml
Se esteriliza a 121&C durante veinte minutos.
1.13. Tampon Dixon
Posfato dipotàsico   11,4 g
Cloruro magnésico     0,5 g
Agua destilada  ............ ............... 1 litro
La soluciôn de fosfàto se lleva a pH 7 con CIH. Se esterili- 




- Reactive de diazotaciôn:
Disolver 0,5 g de àcido sulfeuiflico en 30 ml de àcido acé- 
tico glacial. Agadir 100 ml de agua destilada y filtrar. 
Este reactive es estable durante un mes, conservado en re- 
frigerador.
- 2 2 8 -
- Reactivo acomplejante :
Di solver 0,1 g de o( -naf tilamina en 100 ml de agua destila­
da hirviendo. Después de enfriar, aHadir 30 ml de écido a- 
cético glacial y filtrar.
Esta soluciôn debe ser utilizada dentro del période de una 
semana, conservada en refrigerador.
Los dos réactivés se mezclan a partes iguales inmediatamen 
te antes de su utilizaciôn.
2.2. Acido fenoldisulfonico
Se aKaden 25 g de fenol pure a 225 ml de SO^H^ (d=1,84) y se 
calienta en baHo de agua a lOOfiQ durante se is boras.
2.3. Mezcla zinc-cobre-diôxido de manganese
Zn en polvo.................. ........... 1 g
Cu en polvo......................... ........ 0,1 g
Diôxido de manganese  .............. . 1 g
2.4. Reactivo de Orcinol
Reactivo 1. Disolver 0,9 g de PeCl^.ôH^O en 1 litro de CIH
concentrado (d=1,l86). Se conserva ihdefinidamen 
te.
Reactivo 2. Disolver 1 g de orcinol en 100 ml de agua desti­
lada. Conservado a 00 C es e stable durante algu.-
nas semanas.
Imnediatamente antes de su use se aüade un volumen de reac­
tivo 2 a cuatro voldmenes de reactivo 1.
2.5. Reactivo de Benedit
Reactivo 1. Carbonato sôdico............ . 100 g
Citrato sôdico  ......  173 g
En cantidad suficiente de agua y mener de 900 ml.
Reactivo 2. Sulfato cüprico (SO^Cu.5HgO) ..... 17,3 g en -
100 ml de agua destilada.
Se aflade el reactivo 2 al 1 completando con agua destilada 
hasta un litro. Se conserva en refrigerador.
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Apéndlce 3. Compuestos plaguicidas citados en el texte.


























Acetato de 2-sec-butil-4,6-dinitrofenilo 










Posfito de tri-2,4-diclorofenoxietilo 6 
Fosfito de di-2,4-diclorofenoxietilo 





N,N-di-n-propiltiocarbamato de etilo 










































Etoxilatos de alcohol primario
N-(1-(butilcarbamoil)-2-bencimidazol)carba-
mato de metilo
Ph^SnOH
Disulfuro de bis-(dimetiltiocarbamoil)
1-(4-clorofenoxi)-3,3-dimetil-1-(1,2,4-tria 
zol-1-ilo)butanona
2,6-dimetil-4-tridecilmorfolina
